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Résumé	  :	  	  
Notre équipe s’intéresse à la compréhension des mécanismes de dérégulation des voies de 
signalisation impliquées dans le développement et le maintient de processus tumoraux, ainsi 
que leurs conséquences sur la réponse aux thérapies anti-tumorales. Nous nous intéressons 
plus particulièrement aux protéines Rho et à leurs régulateurs. Ces protéines sont impliquées 
dans les voies de signalisation des récepteurs cellulaires qui conduisent à la modification de la 
prolifération, de l’adhésion, de la motilité et de la survie cellulaires. 
 
Les carcinomes épidermoïdes de la peau sont parmi les cancers humains les plus fréquents. Ils 
se développent sous dépendance des rayonnements UV. Il n’existe pas de biomarqueur 
pronostic de ces cancers. 
 
La réponse kératinocytaire aux UVB est complexe et repose sur une balance entre les voies de 
survie et d’apoptose. La dérégulation de cette balance est considérée comme un point clé des 
phases précoces de la photocarcinogenèse. Une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires de la réponse UVB-induite pourrait permettre l’identification de nouvelles cibles 
moléculaires et le développement de biomarqueurs pronostics. 
 
Nous avons identifié la petite GTPase Rho comme une protéine de la réponse aux UVB, 
impliquée dans la balance entre survie et apoptose chez les kératinocytes HaCat. RhoB est 
impliquée dans la réponse apoptotique aux agents cytotoxiques. Nous avons précédemment 
démontré que la protéine RhoB est d’abord fortement activée, puis surexprimée après 
exposition aux UVB de cellules HaCat. Il nous a semblé intéressant d’étudier la régulation de 
la protéine RhoB dans un contexte cellulaire normal (explants cutanés et cultures primaires de 
kératinocytes) et d’explorer plus avant son rôle dans la survie des kératinocytes. De façon à 
explorer le rôle de RhoB dans la carcinogenèse UVB-induite, nous avons croisé des souris 
RhoB-/- et des souris SKH1 et obtenu un modèle murin original que nous avons exposé aux 
UVB. De plus, nous avons évalué l’expression de RhoB dans des carcinomes épidermoïdes 
humains cutanés. 
 
Nous montrons que la perte de RhoB conduit à l’apparition plus tardive de formes plus 
indifférenciées de carcinomes épidermoïdes de la peau dans notre modèle murin. Nous 
montrons également que la perte de RhoB majore l’apoptose UVB-induite dans ce modèle. 
Les expérimentations menées sur les modèles cellulaires humains normaux montrent que 
RhoB régule l’apoptose UVB-induite, et participe à une stabilisation du génome par un 
message de survie après exposition aux UVB. 
 
Nos résultats démontrent la participation de RhoB dans la régulation de l’apoptose UVB-
induite, et suggèrent fortement que ceci pourrait jouer un rôle dans les processus précoces de 
la carcinogenèse UVB-induite. De plus nos résultats nous laissent espérer que RhoB pourrait 
être un biomarqueur prédictif  des carcinomes épidermoïdes de la peau. 	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Summary	  :	  
Our Team is interested in understanding the mechanisms of deregulation of cell signalling 
pathways in the development and maintenance of tumour processes and their consequences in 
response to anti-tumour therapies. We focus on Rho proteins as well as on their regulators. 
They are involved in signalling pathways of cell receptors leading to changes in adhesion, 
proliferation, motility and survival of cells. 
Squamous-cell carcinomas (SCC) of the skin are the most common human cancers. They 
develop upon dependence of UV radiations. No biomarker predictive of the recurrence or the 
aggressiveness of these cancers exists.  
The keratinocytes response to UVB is complex and rests on a balance between apoptotic and 
survival pathways. Deregulation of this balance is considered as a key point of the early 
phases of photocarcinogenesis. A better understanding of the molecular mechanisms of UVB-
induced response may allow the identification of new molecular targets and the development 
of effective biomarkers. 
We have identified the small GTPase RhoB as an UVB-responsive protein involved in the 
balance between survival and apoptotic pathways in HaCat keratinocytes. RhoB is involved in 
the apoptotic response to cytotoxic agents. We have previously demonstrated that RhoB 
protein is first strongly activated by UVB, then over expressed after UVB-exposure of HaCat 
cells. It was of major importance to study the UVB-induced regulation of RhoB protein in a 
normal cellular context (skin explants and primary cultures of keratinocytes) and to further 
explore its role in survival response of keratinocytes. To explore the role of RhoB in UVB-
induced carcinogenesis, we crossed SKH1 mouse and RhoB-/- mouse and obtained an 
original model that was exposed to UVB. In addition, we evaluated the expression of RhoB 
protein in human epidermoid carcinomas of the skin.  
We show that loss of RhoB results in a later onset of more undifferentiated epidermoid 
carcinomas of the skin in our murine model. We also show that loss of RhoB increases UVB-
induced apoptosis. Experiments on normal human keratinocytes show that RhoB regulates 
UVB-induced apoptosis, and participates into a stabilisation of the genome through a pro-
survival signal. 
Our results show that RhoB participates in the regulation of UVB-induced apoptosis, and 
strongly suggest that this may participate in early processes leading to the onset of a cancer. 
Moreover, our results let us expect that RhoB may be used as a prognosis biomarker for 
epidermoid carcinomas of the skin. 	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Abréviations	  /	  lexique	  :	  
	  
USA : United States of America 
UV : Ultra-violet 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
HAS : Haute Autorité de Santé 
INCA : Institut National du Cancer 
TNM : Tumor, Node, Metastasis 
AJCC : American Joint Committee on Cancer 
SFD : Société Française de Dermatologie 
EGF / EGF-R : Epidermal Growth Factor / Epidermal Growth Factor receptor 
AFSSAPS : Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments et Produits de Santé 
ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament 
J : Joule 
Cm : centimètre 
W : watt 
Mdm2 : Murine double minute 
GADD : Growth Arrest and DNA damage inducible genes 
C : Cytosine 
T : Thymidine 
A : Adenosine 
MAP : Mitogen Activated Protein 
K : Kinase 
c-JNK : c-Jun NH2 terminal kinase 
Bcl-2 : B cell Lymphoma 2 
Ras : Rat sarcoma 
ERK : Ras extra cellular signal-regulated kinase 
KD : Kilo Dalton 
Rho : Ras Homologous 
GTP : Guanidine tri phosphate 
FFPE : Formalin-fixed Paraffin-embedded 
RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
ARN : Acide Ribo Nucléique 
TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
NHK : Normal Human Keratinocyte 
siRNA : small interfering RNA 
SKH1 : Souris sans pelage « hairless » immunocompétente. 
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I-­‐ Introduction	  
I-­‐A-­‐	  Le	  carcinome	  épidermoïde	  cutané	  :	  
I-­‐A-­‐1	  Définition	  :	  	  
Le terme « carcinome épidermoïde » définit un ensemble de tumeurs épithéliales malignes 
exprimant une différenciation malpighienne dominante. Ces tumeurs peuvent toucher 
l’ensemble des revêtements épithéliaux. Les carcinomes épidermoïdes cutanés (également  
appelés carcinomes spinocellulaires, carcinomes à cellules squameuses ou carcinomes 
malpighiens), regroupent un ensemble de tumeurs malignes à différenciation malpighienne, à 
la différence des autres tumeurs épithéliales cutanées primitives telles que le carcinome 
basocellulaire (1). 	  
I-­‐A-­‐2	  Epidémiologie	  
I-­‐A-­‐2-­‐a	  Incidence,	  prévalence,	  tendances	  épidémiologiques	  :	  	  
Les carcinomes cutanés sont les cancers humains les plus fréquents au monde (2)(3). 
Cependant, le nombre exact de personne souffrant d’un carcinome cutané est inconnu, car 
dans beaucoup de pays, ces cancers ne sont pas inscrits dans les registres épidémiologiques. 
Leur incidence aux USA a été estimée à plus de 1 000 000 de cas par an, dont près de 30% 
sont des carcinomes épidermoïdes cutanés (4). En 2001, 62 700 cas de carcinome cutané ont 
été enregistrés au Royaume Uni (5). Ces données relevées depuis des registres déclaratifs sont 
très inférieures à la réalité, mais illustrent le fait que près de 80% des cas sont diagnostiqués 
chez des patients de plus de 55 ans. En France, l’incidence des carcinomes épidermoïdes 
cutanés est estimée à 30 cas pour 100 000 habitants dans la population générale. L’âge moyen 
de survenue est de 76 ans (6). 
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En Europe, aux USA, au Canada et en Australie, l’augmentation moyenne annuelle de 
l’incidence carcinomes cutanés dans les populations à peau blanche (caucasiennes) est 
comprise entre 3% et  8% depuis 1960 (3). 	  
I-­‐A-­‐2-­‐b	  populations	  touchées	  :	  	  
L’incidence des carcinomes cutanés est maximale dans les populations à peau claire et 
sensible au soleil (7).  
Au sud du Pays de Galles, L’incidence du carcinome épidermoïde cutané a été estimée 35 fois 
plus importante dans les populations âgées de plus de 75 ans que chez les autres sujets (8) et en 
Hollande, le carcinome épidermoïde cutané a été évalué comme le cancer le plus fréquent 
chez les sujets âgés de plus de 95 ans (9). Le carcinome épidermoïde cutané est principalement 
un cancer du sujet âgé, et son incidence croit avec l’âge, même si sa survenue chez des sujets 
jeunes est connue.  
En Allemagne entre 1998 et 2001, le taux annuel standardisé d’incidence des carcinomes 
cutanés (dont plus de 20% des cas étaient des carcinomes épidermoïdes) était de 100.2/100 
000 habitants par an chez les hommes et de 72.6/100 000 habitants par an chez les femmes 
(10). Cette tendance à la prépondérance des sujets masculins était retrouvée également en 
Slovaquie (11), en Suède (12) et en Finlande (13). Cependant dans l’ensemble de ces pays, 
l’augmentation de l’incidence des carcinomes cutanés chez les Sujets féminins était plus 
importante que chez les sujets masculins. Les auteurs émettaient l’hypothèse que ceci soit en 
rapport avec une modification des comportements solaires et notamment avec la majoration 
des comportements d’exposition solaires récréative dans les sociétés occidentalisées. 
Chez les sujets jeunes la survenue d’un carcinome épidermoïde cutané semble résulter de la 
conjonction de plusieurs facteurs de risque. 
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I-­‐A-­‐2-­‐c	  Facteurs	  de	  risque	  /	  étiologie	  :	  	  
Les facteurs de risque des carcinomes épidermoïdes cutanés sont multiples et associent des 
prédispositions endogènes à des expositions exogènes (14). Outre une peau claire et une 
sensibilité au soleil, la prédisposition endogène à la survenue des carcinomes épidermoïdes 
cutanés est illustrée par le Xeroderma Pigmentosum, une maladie génétique cutanée 
(génodermatose) autosomique récessive rare, caractérisée par une extrême sensibilité aux 
rayonnements UV secondaire à une anomalie des mécanismes de réparation de l’ADN. Cette 
sensibilité aux rayonnements UV est à l’origine de carcinomes épidermoïdes cutanés 
survenant dans les premières années de la vie et avec un risque estimé être 10 000 fois 
supérieur à celui de la population générale (15). Le Xeroderma Pigmentosum n’est pas la seule 
condition génétique à l’origine des carcinomes épidermoïdes cutanés : plusieurs 
génodermatoses sont associées à ce cancer (citons l’épidermodysplasie veruciforme et les 
albinismes). Ces cancers sont observés également avec une incidence accrue chez les malades 
transplantés d’organe immunodéprimés (16) ou se développent sur des états inflammatoires 
chroniques cutanées (Lichen, ulcère veineux chronique) et des cicatrices (brûlures, 
radiodermite). 
 Les facteurs de risque exogènes sont multiples, de nature chimique : agents intercalants de 
l’ADN, goudrons d’hydrocarbures, Arsenic, Tabac (3) ; physique : traumatismes chroniques, 
rayonnements ionisants, rayonnements ultra-violets ; ou pathologique : infection à 
papillomavirus (17)(18). Parmi la grande variété de facteurs de risque pouvant conduire à la 
survenue d’un carcinome épidermoïde cutané, les rayonnements Ultra-Violets sont un facteur 
de risque ubiquitaire qui semble en mesure d’expliquer en très grande partie la hausse 
constante de l’incidence des carcinome épidermoïdes cutanés (7).  
Le rôle des UV dans la genèse des carcinomes épidermoïdes cutanés est soutenu par des 
arguments cliniques et épidémiologiques robustes : l’incidence des carcinomes cutanés 
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(épidermoïde et basocellulaire) croit avec le niveau d’exposition solaire ambiante, les 
carcinomes cutanés surviennent préférentiellement sur les régions corporelles photo-exposées 
en association avec des lésions photo-induites bénignes (kératoses actiniques, lentigos 
solaires, hypomélanose en gouttes, élastose solaire) chez des sujets exposés au soleil 
(exposition solaire professionnelle ou récréative) (19)(20)(21). Le risque est majoré dans les 
populations passant de longues périodes en extérieur et/ou à moyenne et haute altitude (où 
l’intensité du rayonnement UV s’accroit : l’index UV augmente de 10% tous les 1000m).  
Les changement culturels survenus dans les sociétés occidentalisées au cours des 100 
dernières années ont conduit les sujets caucasiens à considérer le bronzage comme 
cosmétiquement désirable et généré un comportement d’exposition récréative aux UV solaires 
et artificiels (22). Quelle que soit la source qui les émet, les UV majorent le risque de survenue 
des cancers cutanés (carcinome épidermoïde, carcinome basocellulaire et mélanome) 
(14)(23)(24).  
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I-­‐A-­‐3	  Diagnostic,	  pronostic:	  
I-­‐A-­‐3-­‐a	  Aspects	  cliniques:	  	  
Les carcinomes épidermoïdes cutanés surviennent volontiers sur des lésions préexistantes se 
transformant: les kératoses actiniques. Les kératoses actiniques se manifestent sous la forme 
de macules planes, rugueuses à la palpation, non indurées, de couleur rose à brun chamoisé 
réparties sur les zones photo-exposées (cuir chevelu, faces d’extension des membres, haut du 
dos) (Image 1a). Cependant l’existence des kératoses actiniques n’est pas une condition 
indispensable à la survenue du carcinome épidermoïde cutané UV-induit chez le sujet 
humain. Ce cancer peut survenir en peau saine et c’est alors plus fréquemment une forme 
agressive et peu différenciée. 
L’aspect clinique varie selon le degré de différenciation du carcinome. L’aspect clinique est 
habituellement celui d’une lésion croûteuse jaunâtre, surmontant une base indurée et 
érythémateuse, parfois ulcérée ou bourgeonnante. (Image 1b). Moins la tumeur est 
différenciée et plus l’aspect est celui d’une ulcération creusante à contours irréguliers, 
envahissant les structures sous cutanées, centrée sur une lésion nodulaire infiltrée très ferme à 
la palpation. Plus tardivement dans l’histoire naturelle de la maladie, une extension de la 
maladie au système lymphatique régional puis sous forme de métastases systémiques est 
possible. Elle concerne entre 10 et 15% des patients, et survient plus volontiers pour des 
formes histologiquement  peu différenciées. L’examen clinique retrouve alors des 
adénopathies augmentées de volume, fermes, plus ou moins fixées au plan profond dans le 
territoire de drainage. L’examen clinique décèle des éléments de suspicion mais ne permet pas 
d’établir le diagnostic avec un niveau de certitude formelle. Il doit systématiquement être 
complété par un examen anatomo-pathologique.  
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Image	  1	  :	  aspects	  cliniques	  du	  carcinome	  épidermoïde	  cutané	  et	  de	  ses	  
précurseurs	  a-­‐ Kératose	  actinique	  :	  
	  b-­‐ carcinomes	  épidermoïdes	  cutanés	  :	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I-­‐A-­‐3-­‐b	  Aspects	  Anatomo-­‐pathologiques:	  	  
L’examen anatomo-pathologique d’une biopsie ou de la pièce d’exérèse de la lésion retrouve 
une prolifération de cellules éosinophiles de grande taille, organisée en lobules ou en travées 
plus ou moins anastomosées, souvent mal limitées, de disposition anarchique qui envahit le 
derme et qui, selon le plan de coupe, est encore connecté à l’épiderme (Image 2). La tumeur 
peut envahir plus ou moins profondément le derme, voire l’hypoderme au sein d’un stroma 
inflammatoire. Il existe fréquemment de nombreuses mitoses et des atypies cytonucléaires. 
Des phénomènes de kératinisation de cellules (isolées ou groupées et formant alors des globes 
cornés) sont possibles, témoignant de la différenciation épidermique des cellules tumorales. 
Selon le degré d’infiltration du derme et de franchissement de la membrane basale, on parle 
de carcinome in situ, de carcinome micro invasif ou de carcinome invasif. 
L’anatomopathologiste définit, de surcroit, le degré de différenciation de la tumeur selon 
l’aspect observé : de très indifférencié à mature kératinisant. 
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Image	  2	  :	  aspects	  histologiques	  du	  carcinome	  épidermoïde	  cutané	  	  a:	  carcinome	  épidermoïde	  cutané,	  Hémalun-­‐éosine	  X20,	  forme	  infiltrante,	  différenciée,	  mature	  kératinisante.	  b:	  carcinome	  épidermoïde	  cutané,	  Hémalun-­‐éosine	  X20,	  forme	  infiltrante,	  peu	  différenciée	  sarcomatoïde.	  
	  
	  
I-­‐A-­‐3-­‐c	  Pronostic	  :	  	  
Le guide de prise en charge des carcinomes épidermoïdes élaboré sous l’égide de la Société 
Française de Dermatologie et labellisé HAS / INCA identifie onze facteurs pronostics devant 
être pris en compte dans la décision thérapeutique d’un carcinome épidermoïde cutané : 6 sont 
de nature cliniques, et 5 sont de nature histologique (6). Il n’existe actuellement aucun 
biomarqueur pronostic validé pour le carcinome épidermoïde de la peau. 
De manière générale, le carcinome épidermoïde cutané est une pathologie de bon pronostic, 
notamment en raison de l’accessibilité de la peau à un dépistage par des moyens cliniques 
simples. Ceci facilite un diagnostic précoce, et l’exérèse de la tumeur avant que celle-ci n’ait 
débuté une dissémination métastatique. Malgré cela, pour les patients souffrant d’une forme 
métastatique de la maladie, le pronostic reste péjoratif. 	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I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i	  :	  facteurs	  pronostiques	  cliniques	  :	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i-­‐a	  :	  Localisation	  anatomique	  de	  la	  tumeur	  et	  terrain	  sur	  lequel	  elle	  se	  développe	  :	  	  
La localisation anatomique de la tumeur influe sur le pronostic global de celle-ci. Les 
carcinomes épidermoïdes cutanés localisés dans les régions péri-orificielles (péri-
ophtalmique, nasal, péri-buccal…) ou sur une peau non-insolée sont plus à risque de présenter 
une évolution défavorable ou une récidive. De même le pronostic des carcinomes 
épidermoïdes se développant sur des cicatrices de brulures, sur des ulcères cutanés chroniques 
ou sur des radiodermites présentent un pronostic plus fréquemment défavorable et un risque 
de récidive locale, régionale et/ou systémique accru, sans que la raison exacte de ce sur-risque 
soit déterminée. 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i-­‐b	  :	  Taille	  de	  la	  tumeur	  	  
Le diamètre de la tumeur primitive influe sur le risque de récidive locale et de dissémination 
métastatique des carcinomes épidermoïdes cutanés : il a été évalué que les tumeurs d’un 
diamètre supérieur à 2 cm présentaient un risque de récidive multiplié par 2 et un risque de 
métastase multiplié par 3 en comparaison avec les tumeurs d’un diamètre inférieur (6). 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i-­‐c	  :	  Infiltration	  en	  profondeur	  de	  la	  tumeur	  :	  	  
L’infiltration en profondeur de la tumeur, définie cliniquement comme une adhérence et une 
fixation de la tumeur au plan profond ou des symptômes d’infiltration neurologique des paires 
crâniennes, est révélatrice d’une extension locale importante et classifiée T4 dans la 
classification pronostique TNM (tumor, node, metastasis) de l’AJCC (American joint 
committee on cancer ; annexes 2a et 2b).  	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I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i-­‐d	  :	  Récidive	  locale:	  	  
La récidive locale d’un carcinome épidermoïde est considérée comme un facteur de risque 
important de dissémination métastatique régionale ganglionnaire ou systémique. 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐i-­‐e	  :	  immunodépression:	  	  
L’immunodépression est à la fois un facteur de risque de survenue des carcinomes 
épidermoïdes cutanés, avec un risque relatif supérieur à 5 après 5 ans d’immunodépression, et 
qui augmente encore à chaque année d’immunodépression iatrogène ; mais aussi un facteur 
d’agressivité de la tumeur et un facteur de risque de dissémination métastatique de celle-ci 
(16). 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐ii	  :	  facteurs	  pronostiques	  histologiques	  :	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐ii-­‐a	  :	  Le	  type	  histologique	  de	  la	  tumeur	  :	  	  
Un total de 16 variantes histologiques de carcinome épidermoïde cutané a été décrit. Sur la 
base de ces 16 variantes, 2 groupes pronostics ont été constitués : faible agressivité et 
agressivité augmentée (6). Le groupe de faible agressivité comprend les formes communes, 
verruqueuses (et affiliées : papillomatose orale floride, Tumeur de Bushke-Löwenstein, 
Carcinome cuniculatum), le carcinome à cellules fusiformes, le carcinome métatypique et 
mixte basocellulaire-épidermoïde. Le groupe des carcinomes à agressivité augmentée est 
composé de 3 formes histologiques : le carcinome épidermoïde acantholytique, le carcinome 
muco-épidermoïde (adeno-squameux) et le carcinome épidermoïde desmoplastique. 	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I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐ii-­‐b	  :	  L’épaisseur	  de	  la	  tumeur	  et	  la	  profondeur	  de	  l’invasion	  :	  	  
Le travail de revue de littérature mené sous l’égide de la Société Française de Dermatologie 
pour établir les recommandations de prise en charge du carcinome épidermoïde identifiait 
dans les études deux critères de mesure de l’épaisseur ou de la profondeur d’envahissement de 
la tumeur primitive capables d’apporter des informations pronostiques avec une valeur 
prédictive suffisante (6):  
Une épaisseur inférieure à 2mm n’est que très rarement associée à la survenue de métastases, 
une épaisseur comprise entre 2 et 5 mm est associée à un risque de dissémination systémique 
de 3 à 6% et une épaisseur supérieure à  5 mm est associée à un risque de métastase compris 
entre 15 et 45%. 
Ces données sont corrélées avec une évaluation du niveau d’envahissement cutané selon 
l’indice de Clark (annexe 1), le risque métastatique pour un indice de Clark inférieur ou égal à 
III est de 3 à 6%, alors qu’il est de 15 à 45% pour un indice de Clark supérieur à V. 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐ii-­‐c	  :	  L’invasion	  périnerveuse	  :	  	  
L’invasion périnerveuse est constatée lors de l’analyse histologique du carcinome 
épidermoïde cutané primitif dans une proportion de 2,5 à 14% des cas. Ceci est associé à un 
risque accru de survenue de métastases et de récidive locale. 	  
I-­‐A-­‐3-­‐c-­‐iii	  :	  classifications	  pronostiques	  TNM	  et	  anatomo-­‐clinique:	  	  
Les classifications pronostiques de la Société Française de Dermatologie et de l’AJCC sont 
résumées en annexe 2. Dès que le carcinome épidermoïde a présenté une dissémination à 
distance de la tumeur primitive, la probabilité de survie du patient décroit rapidement. La 
survie à 5 ans en cas de métastase ganglionnaire est estimée à 49% pour 1 ganglion envahi, 
30% pour 2 ganglions envahis et 13% pour 3 ganglions envahis. De même, l’effraction 
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capsulaire est un critère pronostic majeur : en l’absence de rupture capsulaire la survie à 5 ans 
est estimée à 47% alors qu’elle chute à 23% en présence d’une effraction capsulaire (6).  
Annexe	  1	  :	  indice	  de	  Clark.	  	  
	  
L’envahissement	  des	  structures	  cutanées	  en	  profondeur	  est	  évalué	  de	  manière	  qualitative	  selon	  
les	  structures	  anatomiques	  intéressées	  par	  la	  prolifération	  tumorale.	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Annexe	  2	  :	  classifications	  pronostiques	  du	  carcinome	  épidermoïde	  cutané.	  
a- Classification TNM (Tumor – Node – metastasis) :  	  	  
T – Tumeur primitive 
Tx Tumeur primitive inévaluable 
T0 Tumeur primitive inconnue 
T1 Plus grand diamètre de la tumeur primitive < 2cm 
T2 Plus grand diamètre de la tumeur primitive compris entre 2 et 5 cm 
T3 Plus grand diamètre de la tumeur primitive > 5cm 
T4 Tumeur envahissant les structures profondes 
N- ganglions lymphatiques régionaux 
Nx Ganglions lymphatiques régionaux non évalués 
N0 Absence de métastase ganglionnaire régionale 
N1 Métastase ganglionnaire régionale a-micro métastase 
b-macro métastase unique (< 3cm) 
N2 Métastase ganglionnaire régionale a-macro métastase unique (> 3cm) 
b- macro métastases multiples 
homolatérales (< 3cm) 
c-métastases régionales intra lymphatiques 
(en transit)  
N3 Métastases ganglionnaires régionales  a- bilatérales ou contro-latérales 
b- avec envahissement du nerf facial ou de 
la base du crâne 
M- métastases 
Mx Métastases à distance non évaluées 
M0 Absence de métastase à distance 
M1 Présence de métastase(s) à distance 
 
Stade 0 Tis N0 M0 
Stade 1 T1 N0 M0 
Stade 2 T2 N0 M0 
T3 N0 M0 
Stade 3 T4 N0 M0 
Tout T N1 M0 
Stade 4 Tout T Tout N M1 
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b- Classification pronostique de la Société Française de Dermatologie : 
	  Extrait	  de	  (6).	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I-­‐A-­‐4	  Traitement	  et	  prévention	  :	  	  
La prise en charge du patient doit tenir compte, en plus de l’objectif curatif, d’un résultat 
esthétique convenable et d’un confort optimal. Le type de la tumeur, sa taille, son caractère 
récidivant et sa localisation sont des éléments déterminant dans le choix de la thérapeutique 
(1)(25). 	  
I-­‐A-­‐4-­‐a	  Traitement	  :	  
I-­‐A-­‐4-­‐a-­‐i	  Formes	  localisées	  :	  	  
L’exérèse chirurgicale est le traitement de référence des formes localisées de carcinome 
épidermoïde cutané. Cette exérèse chirurgicale va la simple exérèse-suture ambulatoire sous 
anesthésie locale à l’exérèse / reconstruction en temps opératoires multiples sous anesthésie 
générale en fonction de l’importance du geste à réaliser, de la sévérité de l’extension locale, et 
du risque de récidive du carcinome épidermoïde. La chirurgie permet un taux élevé de 
guérison : dépassant 90% pour les carcinomes épidermoïdes d’exérèse complète (26). Outre 
une probabilité de guérison maximale, l’exérèse chirurgicale du carcinome épidermoïde 
cutané autorise un contrôle histologique des marges de la pièce d’exérèse, et offre donc une 
information supplémentaire visant à assurer un soin optimal.  
Une marge clinique de 4mm est recommandée pour les carcinomes épidermoïdes de moins de 
2cm de diamètre et une marge clinique de 6 mm est recommandée si le diamètre de la tumeur 
est au moins égal à 2cm. Cette exérèse est parfois réalisée au prix d’une rançon cicatricielle 
non négligeable qui peut mener à un délabrement important, une altération de l’image de soi, 
une réduction de la qualité de vie et conduire à un refus de traitement ou une perte de 
compliance du patient. Plusieurs alternatives thérapeutiques à la chirurgie existent : 
radiothérapie, cryochirurgie, curetage-électrocoagulation, photothérapie dynamique, 
imiquimod topique et 5 Fluoro-Uracile topique (6). Malgré tout, leur efficacité, leur coût et les 
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risques d’effets secondaires en font des thérapeutiques dont la mise en œuvre doit être 
réfléchie et adaptée à la situation clinique, au mieux lors d’une discussion multidisciplinaire.  
Les solutions thérapeutiques non ou peu invasives telles que la cryochirurgie, la photothérapie 
dynamique, l’imiquimod et le 5 Fluoro-uracile topique ne sont envisageables que pour les 
formes non-invasives (in situ) de carcinome épidermoïde. L’efficacité de ces méthodes étant 
moindre en comparaison avec la chirurgie (taux de résolution de 80% contre 90%), elles 
devront être proposées à des patients compliants et susceptibles de se soumettre à un suivi 
rigoureux. 
	  
I-­‐A-­‐4-­‐a-­‐ii	  Formes	  à	  extension	  régionale	  :	  	  
Le traitement des formes à extension régionale laisse également une large place aux 
techniques chirurgicales. En cas d’adénopathie cliniquement évidente ou  décelée par 
imagerie clinique, le curage ganglionnaire de la zone de drainage atteinte est le traitement 
initial de référence. Le traitement peut secondairement être complété par radiothérapie 
externe, après concertation multidisciplinaire et selon la situation clinique. La place de la 
radiothérapie dans le traitement des carcinomes épidermoïdes cutanés à extension régionale 
reste débattue et n’a pas fait l’objet d’un consensus clair dans la communauté médicale. Le 
taux de contrôle local de la maladie est de 80% chez les patients traités par l’association 
curage ganglionnaire / radiothérapie, contre 50% en cas de curage seul ; et la survie globale 
est de 70% à 5 ans en cas d’association curage ganglionnaire / radiothérapie, contre 50% en 
cas de chirurgie seule. Cette séquence thérapeutique est systématique dans les formes de 
mauvais pronostic localisées à la tête ou au cou ; ou en cas d’exérèse chirurgicale incomplète 
ou en cas de volume tumoral important (6). 	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I-­‐A-­‐4-­‐a-­‐iii	  Formes	  métastatiques	  :	  	  
Peu d’études ont porté sur la prise en charge des carcinomes épidermoïdes cutanés 
métastatiques. Ces études sont rétrospectives et portent sur un faible nombre de cas. Les 
protocoles de chimiothérapie évalués dans les séries rapportées sont toutes basées sur les sels 
de platine (27)(28)(29). Le protocole de traitement usuel associe le Cisplatine (100mg/m² le 
premier jour) au 5-fluoro uracile (650 mg/m²/Jour les 5 premiers jours). L’efficacité est 
inconstante, le plus souvent incomplète et transitoire. En parallèle de la chimiothérapie, un 
traitement complémentaire par radiothérapie semble montrer une amélioration de la survie, 
mais est associé à une nette majoration de la toxicité du traitement (27)(29)(30)(31). Plus 
récemment, il a été proposé d’utiliser les inhibiteurs du récepteur à l’Epidermal Growth 
Factor (EGFR), seul ou en association avec le paclitaxel. Les deux principales études 
montrent un taux de contrôle de la maladie compris entre 54 et 69% (32,33). Ces données 
nécessitent encore confirmation avant de considérer les inhibiteurs de l’EGFR comme un 
standard thérapeutique, dans la mesure où elles ont été conduites sur des effectifs retreints. 
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I-­‐A-­‐4-­‐b	  Prévention	  :	  	  
L’OMS définit 3 catégories de mesures de prévention :  
-­‐ la prévention primaire, qui regroupe toutes les mesures individuelles ou collectives visant à 
réduire l’incidence d’une maladie, donc à minorer l’exposition aux facteurs de risque. 
-­‐ la prévention secondaire, qui regroupe toutes les mesures individuelles ou collectives visant à 
réduire la prévalence de la maladie, donc à réduire l’évolution de la maladie en favorisant un 
diagnostic précoce et un traitement efficace. 
-­‐ La prévention tertiaire, qui regroupe les actes destinés à diminuer les séquelles de la maladie. 
Nous n’aborderons ici que les mesures de prévention primaire et secondaire. 
I-­‐A-­‐4-­‐b-­‐i	  Prevention	  Primaire:	  	  
La prévention primaire des carcinomes épidermoïdes cutanés associe les mesures de réduction 
de l’exposition aux facteurs favorisants et le traitement des lésions cutanées précancéreuses. 	  
I-­‐A-­‐4-­‐b-­‐i-­‐a:	  Réduction	  de	  l’exposition	  aux	  facteurs	  favorisants	  :	  	  
Les facteurs de risque des carcinomes épidermoïdes cutanés ont été détaillés ci-avant. A ce 
jour, les seuls facteurs de risque accessibles à des mesures de prévention primaire sont les 
facteurs de risque exogènes (agents intercalants de l’ADN, goudrons d’hydrocarbures, 
Arsenic, Tabac, rayonnements ionisants, rayonnements ultra-violets). La réduction de 
l’exposition aux agents chimiques et aux rayonnements ionisants relève majoritairement de 
mesures de prévention professionnelle (adaptation des postes de travail, utilisation de mesures 
de protection individuelle) et de mesures de radioprotection (exposimètres individuels, 
identification et confinement des sources radioactives, traitement des déchets en circuit 
spécialisé, plombage des locaux). Les sels et dérivés de l’Arsenic auparavant utilisés en 
thérapeutique commune pour des pathologies bénignes (liqueur de Fowley pour le psoriasis 
cutané) sont désormais restreints à des pathologies dont le pronostic est extrêmement sévère 
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(trioxyde d’arsenic pour le traitement des leucémies aiguë promyélocytaire réfractaires aux 
traitements conventionnels, (34)). Leur utilisation comme antifungique dans les vignes 
(Arseniate de soude) est suspendue depuis 2001, mais l’interdiction définitive reste en attente.  
Le facteur de risque le plus ubiquitaire de survenue de carcinome épidermoïde cutané est 
l’exposition aux UV. L’ Agence Française de sécurité sanitaire alimentaire et des produits de 
santé (AFSSAPS, nouvellement agence nationale de sécurité du médicament et des produits 
de santé –ANSM) a défini un ensemble de mesures dont l’efficacité est jugée efficace pour la 
protection solaire (35), en soulignant que la meilleure protection  reste l’éviction solaire et la 
capacité de chacun à s’adapter en fonction des conditions d’ensoleillement. L’AFSSAPS 
considère la photoprotection comme un ensemble de quatre mesures devant être associées 
pour réduire correctement le niveau d’exposition aux UV : 
-­‐ L’acquisition d’un comportement d’exposition raisonnable, et la lutte contre les coups de 
soleil, 
-­‐ L’éviction solaire aux heures d’ensoleillement maximum,  
-­‐ Les protections vestimentaires, incluant le chapeau à large bord, 
-­‐ L’utilisation d’un produit de protection solaire externe efficace contre les UVA et les 
UVB d’un indice élevé, en quantité suffisante et renouvelé à intervalles réguliers 
L’acquisition d’un comportement solaire raisonnable semble être le point central de la 
prévention primaire à grande échelle des carcinomes cutanés. L’exposition solaire récréative 
étant pointée du doigt comme le facteur pouvant expliquer à lui seul la plus grande part de 
l’élévation d’incidence des carcinomes cutanés observée dans les sociétés occidentales depuis 
plus de 30 ans (14)(22)(23). Les évaluations comportementalistes attestent du fait que la majorité 
des comportements sont conditionnés par le résultat immédiat du comportement, et que 
l’existence d’un risque théorique à long terme en rapport avec un comportement influe peu 
sur les modifications comportementales. Il a été montré que les principaux obstacles à la 
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protection solaire sont le désir de bronzer et la méconnaissance du risque et des moyens de 
protection (36). La connaissance d’un risque théorique semble le premier pas dans l’acquisition 
d’un comportement adapté, mais n’est pas à elle seule suffisante. Ceci est illustré par 
plusieurs évaluations menées en France, montrant que le niveau de connaissance du risque et 
des mesures de protection apparaissait correct malgré un niveau de protection insuffisant 
(37)(38). Ceci semble principalement lié au fait que si les campagnes de masse ont un effet sur 
l’amélioration du niveau de connaissance du risque et des mesures de protection, elles influent 
peu sur le comportement de protection et la modification effective des mentalités (39). Il a été 
rapporté que les formations individuelles personnalisées et les conseils donnés par les 
professions de santé sont plus à même de conduire à une modification du comportement du 
sujet (40). Le rôle des professions de santé dans l’éducation des patients semble primordial 
pour réduire le niveau d’exposition aux UV. Malgré cela, l’implication des médecins non-
dermatologues dans l’éducation à la photoprotection semble perfectible (38). 	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I-­‐A-­‐4-­‐b-­‐i-­‐b	  :	  traitement	  des	  lésions	  cutanées	  précancéreuses	  :	  	  
Plusieurs lésions cutanées sont à risque de favoriser la survenue d’un carcinome épidermoïde 
cutané (cicatrices de brûlure, radiodermite, ulcère, lichen, kératoses actiniques). Les kératoses 
actiniques sont des états dysplasiques intra épithéliaux survenant sur le revêtement cutané 
après exposition solaire cumulée importante. Elles ont plus fréquentes chez les sujets à 
carnation claire. Ces kératoses sont douées d’un potentiel dégénératif en carcinome 
épidermoïde, mais ce potentiel est difficile à chiffrer. Une Kératose actinique non traitée peut 
soit persister, soit dégénérer, soit régresser spontanément (15 à 25% des lésions, (41)). Il a 
également été estimé par modélisation mathématique qu’un sujet présentant 7,7 kératoses 
actiniques présente un risque de 10% de voir l’une de ces kératoses se transformer sur une 
période de 10 ans (42).  
La nécessité de traiter les kératoses actiniques semble donc réelle, mais doit en contre partie 
rester le moins invasive possible. Plusieurs solutions existent et peuvent être proposées : 
cryothérapie à l’azote liquide, chimiothérapie locale par 5-fluorouracile en crème, 
immunothérapie locale par imiquimod en crème, diclofenac sodique en gel, photothérapie 
dynamique (25). Si le traitement de référence des kératoses actiniques reste la cryothérapie à 
l’azote liquide, chacune de ces solutions doit être envisagée dans une prise en charge globale 
du patient, adaptée à la localisation des lésions, à leur étendue, à l’historique thérapeutique et 
à la compliance du patient. Les kératoses actiniques isolées, de surface restreinte relevant 
préférentiellement d’un traitement par cryothérapie, alors que les formes très étendues 
multiples sont prises en charge par des approches thérapeutiques multimodales associant 
immunothérapie locale et/ou chimiothérapie locale et/ou photothérapie dynamique à des 
traitements ponctuels par cryothérapie.  	  
I-­‐A-­‐4-­‐b-­‐ii	  Prévention	  Secondaire	  :	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La prévention secondaire des carcinomes cutanés est basée sur le dépistage, le diagnostic et le 
traitement précoce des lésions. La peau est un organe pour lequel les moyens de dépistage et 
de diagnostic sont individuellement aisés à mettre en œuvre. Sa fonction physiologique de 
revêtement externe de l’organisme la rend accessible à l’œil nu et à la « main » du médecin. 
De ce fait, le moyen pivotal de dépistage des lésions cancéreuses cutanées est l’examen 
clinique, assorti en cas de lésion suspecte d’une biopsie pour examen anatomo-pathologique 
et confirmation du diagnostic. La taille et la localisation de la lésion peuvent permettre la 
réalisation d’une exérèse à visée diagnostique, emportant la totalité de la lésion et assurant 
ainsi à la fois le diagnostic et le traitement dans la même séquence de soin (6)(25). Le traitement 
précoce par exérèse chirurgicale des carcinomes cutanés assure la guérison de celui-ci dans 
près de 90% des cas (1). 
Cependant, ce qui à titre individuel est un avantage et facilite la prise en charge, se révèle être 
une difficulté à la mise en œuvre de politiques de prévention secondaire à grande échelle 
appliquées à une population entière. L’absence de test (biologique ou imagerie médicale) de 
dépistage a grande sensibilité et faible coût est un obstacle au développement de campagnes 
de dépistage grande échelle similaires à celles proposées pour le cancer du sein ou du côlon 
au cours des dernières années en France.  
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I-­‐A-­‐5	  carcinogenèse	  cutanée	  UV-­‐induite	  :	  bases	  physiques	  et	  moléculaires.	  	  
Le rôle des UV dans la carcinogenèse est soutenu depuis le début des années 1980. Les UV 
sont impliqués dans l’initiation, la promotion et la progression des cancers cutanés. Il a été 
montré que les UV sont capables de générer des mutations sur des gènes impliqués dans la 
suppression des tumeurs, le contrôle du cycle cellulaire et sur des oncogènes.
	  
I-­‐A-­‐5-­‐a	  :	  rayonnements	  Ultra-­‐Violets	  :	  	  
Les rayonnements UV sont un rayonnement électromagnétique, émis sous forme de particules 
énergétiques (photons) de haute énergie capables d’induire des réactions photochimiques dans 
les molécules biologiques (43).  Les UV sont séparés en 3 catégories (Annexe 3): C (200-
290nm) les plus énergétiques, filtrés dans la haute atmosphère et absents de l’environnement 
humain en dehors de sources artificielles (industrielles) ; B (290-320nm) partiellement filtrés 
par la couche d’ozone mais présents dans l’environnement humain en quantités 
significatives ; et A (320-400nm), non filtrés par l’atmosphère. Plus le rayonnement 
électromagnétique est énergétique, et plus il est impliqué dans la carcinogenèse. Cependant, il 
est désormais acquis que autant les UVA, B et C sont doués de propriétés photobiologiques  
pouvant les impliquer dans les processus de la carcinogenèse cutanée. 
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Annexe	  3	  :	  rayonnement	  ultra	  violet	  
	  	  
	  
I-­‐A-­‐5-­‐b	  :	  propriétés	  optiques	  de	  la	  peau,	  généralités	  photobiologiques	  :	  	  
Les propriétés optiques de la peau sont affectées par 2 phénomènes principaux : l’absorption 
et la dispersion. L’absorption est définie par la disparition du photon lorsque son énergie est 
transmise aux molécules biologiques, la dispersion est définie par une modification de la 
direction du rayonnement.  
UVC
UVB
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La peau est formée de 3 couches principales : l’épiderme, le derme et l’hypoderme. 
L’épiderme est compact, riche en cellules, fin et soumis à une absorption importante des 
rayonnements, notamment en raison de la présence de pigment UV-protecteurs (les 
mélanines). A l’opposé, le derme est une couche épaisse, pauci cellulaire principalement 
affectée par les phénomènes de dispersion, notamment en raison de la présence de fibres de 
soutien (44).  
En photobiologie, l’énergie appliquée à la peau est nommée dose ou fluence et est exprimée 
en Joules par centimètre carré (J.cm-²). La quantité d’UV est nommé irradiance ou intensité et 
est exprimée en watts par centimètre carré (W.cm-²). Ces deux variables sont reliées par 
l’équation suivante : 
 Fluence (J.cm-²) = Irradiance (W.cm-²) x temps (secondes)  (45).  
 
Pour que les UV produisent des effets biologiques, il est nécessaire qu’ils soient transmis au 
travers des couches cutanées, absorbés par les molécules biologiques, et initient des réactions 
photochimiques.  
L’absorption de l’énergie des photons par les molécules biologiques change la distribution des 
électrons au sein des molécules et génère un état d’excitation. Dans cet état, la molécule peut 
soit émettre de la fluorescence, soit convertir l’énergie en chaleur, soit initier une réaction 
photochimique (46).  
Les effets des UV sur la peau dépendent de l’épaisseur épidermique, de la concentration et de 
la distribution des chromophores (molécules capables d’absorber les UV). Les principaux 
chromophores du tissu cutané sont la mélanine, les acides aminés et l’ADN (44).  La mélanine 
agit comme un filtre chimique absorbant les UVB, les UVA le spectre lumineux visible et les 
infrarouges. La mélanine transforme l’énergie des rayonnements visibles et infrarouges en 
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chaleur et la disperse par l’intermédiaire des follicules pileux et des vaisseaux sanguins. 
L’ADN est le chromophore le plus impliqué dans la réponse biologique aux UVB (47)(48). 	  
I-­‐A-­‐5-­‐c	  :	  Génotoxicité	  des	  UV	  :	  	  
La sensibilité des cellules aux UV est principalement due aux défauts de réparation des 
dimères de Pyrimidine induits par les UV (49)(50)(51).  
L’exposition aux UVB conduit à la formation de dommages à l’ADN sous forme de dimères 
de pyrimidine et de  photoproduits non-dimèriques tels que pyrimidine4-6 pyridone, 
photohydrates de cytosine et photoproduits de la purine, ainsi que des cassures simple brin de 
l’ADN (49)(50)(51). La réparation incorrecte de ces dommages conduit à des mutations. 
Le rôle exact des UVA dans la carcinogenèse reste incomplètement élucidé. Bien que les 
photons UVA soient moins énergétiques que les UVB, ils sont capables de conduire à des 
mutations et des cancers. L’ADN est capable d’absorber une partie du rayonnement UVA, 
mais ceux-ci ne génèrent pas les dommages ADN caractéristiques de l’irradiation UVB 
comme les dimères de pyrimidine. Il semble que la génotoxicité des UVA soit secondaire à 
l’absorption des photons par un chromophore non encore identifié (52)(53)(54). 
I-­‐A-­‐5-­‐d:	  gènes	  :	  	  	  
De nombreux gènes et protéines sont impliqués dans la carcinogenèse cutanée UV-induite. 
Un résumé des principaux est présenté en annexe 4. 
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Annexe	  4	  :	  principales	  molécules	  impliquées	  dans	  la	  photocarcinogenèse.	  	  
Extrait	  de	  (44).
I-­‐A-­‐5-­‐d-­‐i:	  Gènes	  suppresseurs	  de	  tumeur	  :	  
 
Les gènes suppresseurs de tumeurs sont des gènes impliqués dans la régulation de la 
différenciation et de la régulation du cycle cellulaire. La perte de la fonction régulatrice de ces 
gènes est impliquée dans l’évolution des néoplasies et dans leur progression. Parmi les gènes 
suppresseurs de tumeurs, c’est principalement p53 qui a été impliqué dans la survenue des 
carcinomes épidermoïdes cutanés. 
	  
I-­‐A-­‐d-­‐5-­‐i-­‐a	  :	  P53	  et	  photocarcinogenèse.	  	  
La protéine p53 est un facteur de transcription impliqué dans le maintient de l’intégrité 
génomique. p53 agit soit par induction d’apoptose, soit par l’arrêt du cycle cellulaire. La perte 
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de fonction de p53 est associée à une transformation cellulaire in vitro  et l’apparition de 
néoplasies in vivo. Chez l’Humain, des anomalies de p53 sont impliquées dans près de 50% 
des cancers, dont les carcinomes cutanés. L’inactivation de p53 peut résulter de mutations 
ponctuelles, de délétions et d’insertions (55). Après exposition aux UV, l’expression du gène 
p53 est induite dans les kératinocytes et les taux de protéine p53 augmentent rapidement, 
conduisant à l’expression d’une cascade de gènes effecteurs et à l’arrêt du cycle cellulaire en 
phase G1. La cascade de gènes effecteurs comprend Mdm2 (murine of double minute), 
GADD45 (DNA damage-inducible protein) et P21CIP1/WAF1 (p53-activated fragment). 
L’augmentation du taux de la protéine p53 conduit à une réduction de l’apparition des 
sunburn cells (kératinocytes apoptotiques induits par les UV) ce qui témoigne du rôle de p53 
dans la réponse aux dommages UV-induits, par l’apoptose des cellules endommagées (56)(57). 
Ceci a été montré dans un modèle de kératinocytes murins p53 -/-, dans lequel l’apoptose UV-
induite est significativement diminuée en comparaison avec les kératinocytes exprimant p53 
(58). Il semble que pour les kératinocytes, les mutations de p53 soient d’autant plus délétères 
qu’elles portent sur des cellules peu matures telles que les kératinocytes basaux qui donnent 
naissance à des cellules plus différenciées au sein d’une unité de prolifération épidermique et 
identifiées par microscopie confocale sous forme de clones mutés p53(58).  
La protéine p53 est surexprimée dans les cellules des kératoses actiniques, des carcinomes 
basocellulaires et des carcinomes épidermoïdes cutanés (59)(60)(61)(62)(63). Les mutations de p53, 
retrouvées sous la forme de la transition d’une cytosine pour thymine aux sites de pyrimidine 
(C:T => T:A) sont fréquentes dans les carcinomes épidermoïdes cutanés (de 10 à 90% des 
cas) (64)(65). Les cellules mutées p53 des kératoses actiniques sont impliquées dans les stades 
précoces de la transformation en carcinome épidermoïde (66). 	  
I-­‐A-­‐5-­‐d-­‐ii.	  GADD	  :	  Growth	  arrest	  and	  DNA	  damage-­‐inducible	  genes.	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La famille GADD comprend plusieurs membres tels que GADD34, GADD153 et GADD45. 
GADD45 est un gène régulé par p53 capable d’interrompre la croissance cellulaire. Il a 
initialement été isolé après induction par l’exposition aux UV de cellules ovariennes de 
hamster chinois, sous la dépendance de p53 non muté. La perte de l’activité de GADD45 
conduit à une réduction de l’activité d’excision/réparation nucléotidique (67). L’expression de 
la protéine codée par ce gène cause une interruption du cycle cellulaire et inhibe la 
progression de la phase G0 à la phase S. De plus, GADD45 se lie à p21 pour stimuler les 
mécanismes d’excision / réparation de l’ADN (67) (55). L’expression de GADD45 est induite 
dans les kératinocytes sous dépendance de l’exposition aux UV, conduisant ainsi les cellules 
endommagées à rentrer en apoptose. Les mécanismes mis en jeu impliquent le maintient de 
P38-MAPkinase et c-JNK (c-Jun NH2 terminal kinase) (68). La perte de GADD45 conduit à la 
perte de la stabilisation de p38-MAPK et à l’activation inadéquate de p53 avec pour 
conséquence la perte de la régulation des points de contrôle G1  et G2, et la réduction de 
l’apoptose dans les cellules irradiées (68). De plus, GADD45 est un régulateur négatif de 
l’activité de 2 oncogènes communément surexprimés dans les tumeurs épithéliales : Delta-N-
p63-Alpha et Beta-catenine. GADD45 apparaît comme un protecteur de la carcinogenèse 
cutanée UV-induite.
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I-­‐A-­‐5-­‐D-­‐iii	  :	  bcl-­‐2	  	  	  	  
Les cellules normales expriment de nombreux proto-oncogènes qui jouent un rôle dans la 
croissance et la différenciation cellulaire. L’exposition des cellules aux UV peut aboutir, par 
un mécanisme mutationnel, à l’activation de certains proto-oncogènes et conduire à la 
surexpression de leurs produits ou à l’expression de produits aberrants. Ceci confère aux 
proto-oncogènes un potentiel de dégénérescence maligne. Les principaux proto-oncogènes 
connus pour participer à la photocarcinogenèse sont Bcl-2, Ras et c-fos (69). 
La protéine bcl-2 appartient à une famille de protéines comprenant à la fois des inhibiteurs et 
des promoteurs de l’apoptose. Cette famille de protéines assure les points de contrôle entre la 
surface cellulaire et les signaux intracellulaires de mort et d’activation de la cascade des 
caspases. Le gène bcl-2 est un proto-oncogène localisé sur le bras long du chromosome 18 
(18q21). Il code pour une protéine de 26KD impliquée dans la régulation de la mort cellulaire 
par inhibition de l’apoptose. La protéine bcl-2 est une protéine membranaire que l’on retrouve 
exprimée par le réticulum endoplasmique, l’enveloppe nucléaire et les membranes 
mitochondriales. La surexpression de la protéine bcl-2 secondaire à une translocation t(14,18) 
du gène bcl-2 est retrouvée dans de nombreuses tumeurs dont le carcinome épidermoïde 
cutané (69)(70)(71). Dans la peau normale, l’expression des bcl-2 est limitée aux mélanocytes et 
aux kératinocytes de la couche basale. L’apoptose induite dans les kératinocytes superficiels 
n’exprimant pas bcl-2 permet le processus de kératinisation (72)(70)(71). Le rôle anti-apoptotique 
de bcl-2 l’implique dans la persistance de cellules mutées en prévenant leur élimination par 
apoptose et en contribuant à la prolifération clonale de cellules néoplasiques. La protéine bcl-
2 exerce son rôle à plusieurs niveaux (69):  
-­‐ blocage direct de la libération de Cytochrome C depuis la mitochondrie,  
-­‐ liaison aux protéines  pro-apoptotiques et inhibition de leur liaison à la membrane 
mitochondriale externe, à l’origine d’une inhibition de relargage de cytochrome C 
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-­‐ rétention mitochondriale de protéines activatrices de la cascade des caspases. 
Dans la peau normale exposée aux UV, l’expression de bcl-2 est diminuée, conduisant à 
l’apoptose (73). A l’inverse, l’expression de bcl-2 est majorée dans les kératoses actiniques et 
les carcinomes cutanés (62)(61)(70)(74). Cette surexpression confère aux cellules une capacité de 
survie qui intervient dans l’accumulation de mutations oncogènes conduisant à la 
transformation cancéreuse (75)(66)(76). 
I-­‐A-­‐5-­‐D-­‐iv	  :	  Proto-­‐oncogènes	  ras	  (Annexe	  5)	  :	  	  	  
La famille des proto-oncogènes ras code pour de petites protéines liant le GTP (H, K et N 
ras). Ces protéines sont impliquées dans la transduction intracellulaire des signaux mitogènes 
résultant de  l’activation des récepteurs aux facteurs de croissance. L’activation des gènes ras 
contribue à la dérégulation de la croissance cellulaire, et semble être un événement précoce du 
développement des tumeurs cutanées. Les mutations des gènes ras conduisent à 
l’autonomisation de la cellule vis-à-vis des signaux d’activation du cycle cellulaire.  
Dans la peau normale, l’irradiation aux UVB des kératinocytes entraine une régulation 
négative de la kinase ERK (ras-extracellular signal-regulated kinase). Ceci est suivi par une 
déplétion profonde des taux de cycline D1. Dans ces cellules, l’activation de ras est 
maintenue par l’activation du récepteur à l’Epidermal Growth Factor (EGF-R). L’irradiation 
des kératinocytes majore la phosphorylation de l’EGF-R dans les couches kératinocytaires 
supra basales. En parallèle, l’irradiation par les UVB entraine l’inactivation de ras et la 
déphosporylation de ERK (77).  
L’irradiation des kératinocytes par les UV peut conduire à des mutations des proto-oncogènes 
ras (H-ras, k-ras et N-ras) (46), notamment de  mutations activatrices des codons 12 (K-ras), 
13 et 61 (K-ras, H-ras et N-ras) (78). Ces mutations résultent d’anomalies de réparation des 
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dimères de pyrimidine induits par les UV. Elles sont retrouvées dans certains carcinomes 
épidermoïdes cutanés et kératoses actiniques localisés dans les zones photo-exposées (79,80). 
En contre partie, des évaluations par dot-blot hybridation et séquençage menée sur des 
modèles murins SKH-1 et C3H de carcinogenèse UVB-induite montre que ces mutations ne 
sont pas constantes au sein des carcinome épidermoïdes cutanés UVB-induits (81,82).  
Annexe	  5	  :	  transduction	  du	  signal	  mitogène,	  ras	  /	  MAP	  kinases.	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I-­‐B	  Rho	  GTPases:	  	  	  
Les GTPases Rho (ras homologous) sont une famille de petites protéines monomériques 
intracellulaires impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires. 	  
I-­‐B-­‐1	  Propriétés	  chimiques	  et	  biologiques	  :	  	  
I-­‐B-­‐1-­‐a	  :	  propriétés	  chimiques	  et	  biologiques	  :	  	  
Les GTPases Rho sont une famille de 20 petites protéines G signalisatrices monomériques 
d’environ 21KD (annexe 6a). Elles sont un sous-groupe de la superfamille ras, très conservées 
entre les espèces. Les plus connues sont Rho A,B,C, Rac et cdc42. Les protéines Rho sont 
impliquées dans la régulation du cytosquelette et ont été décrites comme des interrupteurs 
moléculaires impliqués dans la prolifération cellulaire, la polarisation cellulaire, l’apoptose, 
l’expression génique et la migration cellulaire (annexe 6b) (83,84).  Les GTPases Rho existent 
sous forme inactive -liée au GDP-, ou active –liée au GTP- (85). Seule la forme active est 
capable d’interagir avec ses effecteurs, dont l’expression cellulaire spécifique détermine les 
fonctions des GTPases Rho (86). 
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Annexe	  6	  :	  Rho	  GTPases	  
a-­‐	  Arbre	  phylogénétique	  	  	  
	  d’après	  Rho-­‐family	  GTPases:	  it’s	  not	  only	  Rac	  and	  Rho	  (and	  I	  like	  it).	  
b-­‐principaux	  effets	  des	  membres	  de	  la	  famille	  rho	  sur	  le	  cytosquelette:	  	   Sous-­‐famille	   Membre	   Effet	  Cdc42	   Cdc42	   Protrusions	  filopodes	  TC10	  TCL	  RhoUV	   RhoU	   Protrusions	  filopodes	  	  et	  lamellipodes	  RhoV	  Rac	   Rac1	   Protrusions	  lamellipodes	  Rac2	  Rac3	  RhoG	  RhoBTB	   RhoBTB1	   Stabilité	  protéique	  RhoBTB2	  RhoBTB3	  RhoH	   RhoH	   ?	  Rho	   RhoA	   Induction	  des	  fibres	  de	  stress	  et	  majoration	  de	  l’adhésion	  focale	  RhoB	  RhoC	  Rnd	   Rnd1	   Inhibition	  des	  fibres	  de	  stress	  et	  diminution	  de	  l’adhésion	  focale	  Rnd2	  Rnd3	  (RhoE)	  RhoF	   RhoD	   Protrusions	  filopodes	  et	  transport	  vésiculaire	  RhoF	  D’après	  (83)
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I-­‐B-­‐2-­‐a	  :	  Rho	  GTPases	  et	  cycle	  cellulaire	  :	  	  
La perte de contrôle du cycle cellulaire conduisant à une prolifération cellulaire anarchique 
dérégulée est une des caractéristiques principales des cellules cancéreuses. Le rôle de 
plusieurs membres de la famille des Rho GTPases dans le cycle cellulaire a été étudié, et il 
semble désormais établi que les GTPases Rho jouent un rôle important dans la progression du 
cycle cellulaire. Les GTPases RhoA, Cdc42 et Rac1 sont capables de stimuler la progression 
du cycle cellulaire et semblent fondamentales dans la transformation induite par ras (87–89). 
Rac et RhoA promeuvent la transition G1-S par le biais d’une augmentation des taux de 
Cycline D1, et il a été montré que RhoA est capable de réguler négativement les taux 
cellulaires des inhibiteurs p21cip1 et p27kip1.  Cependant, les mécanismes mis en jeu dans 
ces mécanismes restent encore très peu élucidés et semblent dépendre à la fois du type 
cellulaire étudié et du contexte dans lequel elle se trouve (86). A l’inverse, RhoE semble être 
capable d’inhiber la progression du cycle cellulaire par le blocage de l’expression de Cycline 
D1 (90). 	  
I-­‐B-­‐2-­‐b	  :	  Rho	  GTPases	  et	  Polarisation	  cellulaire	  :	  	  
La perte de la polarisation cellulaire épithéliale est un trait commun aux cellules 
carcinomateuses. Il a été montré que Cdc42 régule notamment le maintient de la polarisation 
cellulaire, et intervient dans la création des jonctions intercellulaires (86) et des cadhérines (91). 
Cependant, dans la peau murine, la perte d’expression de Cdc42 ne conduit pas 
systématiquement à une perte de la polarisation épithéliale des kératinocytes. Alors que 
l’inhibition des Rho GTPases in vitro joue un rôle dans le maintient des jonctions cellulaires 
interkératinocytaires, les modèles murins invalidés respectivement pour les gènes RhoA, 
RhoB, RhoC et Rac1 ne montraient pas d’anomalie de la cohésion épithéliale. Ceci pourrait 
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s’expliquer par une redondance d’activité partagée par les différentes protéines Rho et Rac 
(86). 
I-­‐B-­‐2-­‐c	  :	  Rho	  GTPases	  et	  migration	  cellulaire	  :	  	  
L’invasion tumorale de contiguïté et la formation de métastases sont directement dépendantes 
des capacités de migration des cellules cancéreuses. Ces propriétés mettent en œuvre des 
protrusions cellulaires (soit filopodes, soit lamellipodes), la formation de fibres de stress et 
d’adhésions focales. Il a été montré que les protéines Rho sont impliquées dans chacun de ces 
3 événements (annexe 6b) (83). Il semble également que les protéines Rho orientent soit vers 
une migration de type mésenchymale, soit vers une migration de type amoeboïde (92,93). 
I-­‐B-­‐2-­‐d	  :	  Rho	  GTPases	  et	  survie	  cellulaire	  :	  	  
Les cellules cancéreuses échappent à la mort cellulaire programmée, en raison d’une 
modification de l’expression des gènes de la régulation de la survie. Les GTPases Rho 
contribuent à cette régulation. L’activation de RhoA, RhoC  et Rac1 accroissent l’apoptose des 
cellules K562 (lignée cellulaire de cellules leucémiques) par un mécanisme impliquant Fas 
ligand (94,95). De plus, RhoA  est capable de causer l’anoikis des cellules φNx-293, de diminuer 
la survie de cardiomyocytes par une régulation positive de Bax, et de causer l’apoptose Fas 
ligand-dépendante des cellules jurkat (86). 
I-­‐B-­‐2-­‐e	  :	  Rho	  GTPases	  et	  tumeurs	  :	  	  
Bien que les GTPases Rho activées aient montré in vitro leur capacité à promouvoir des 
fonctions cellulaires caractéristiques des cellules tumorales, il n’a jamais été retrouvé de 
mutations activatrices des GTPases Rho dans les tumeurs humaines. Il semble que l’activation 
constante des GTPases Rho ne soit pas un avantage décisif pour les cellules tumorales. Il a en 
revanche été retrouvé dans de nombreuses tumeurs une surexpression des genes des GTPases 
Rho, corrélée à une expression majorée de celles-ci (annexe 7) (86). Cependant même les 
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tumeurs exprimant des niveaux normaux de GTPases Rho peuvent présenter une modification 
de l’activité de ces GTPases. Dans les tissus tumoraux, l’activité des Rho GTPases peut être 
modifiée soit par une activation des signaux de régulation, soit par une surexpression des 
molécules régulatrices (86). Cependant l’exploration du niveau d’activation des GTPases Rho  
dans les tissus tumoraux se heurte à l’absence de biosenseur capable de discriminer les formes 
actives des formes inactives de ces protéines, et cette évaluation n’a pas été réalisée de façon 
systématique. 
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Annexe	  7	  :	  Expression	  des	  GTPases	  Rho	  dans	  les	  tumeurs	  humaines.	  
	  D’après	  (86)	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I-­‐B-­‐3	  RhoB	  GTPase	  et	  cancer	  :	  	  
Les données concernant l’expression de RhoB dans les cancers humains sont divergentes.  
Certains auteurs ont rapporté que l’expression de RhoB dans les carcinomes mammaires était 
augmentée et corrélée avec la progression de la maladie (96), alors que d’autres n’ont pas 
montré de différence de l’expression de RhoB (97). Il a également été suggéré que RhoB 
pourrait agir comme un suppresseur de tumeurs car son expression est diminuée dans les 
formes invasives de carcinome épidermoïde de la tête et du cou (98) et car la progression 
tumorale des carcinomes pulmonaires est corrélée avec la perte de l’expression de RhoB (99). 
Les observations portant sur les souris RhoB -/- suggèrent également que RhoB  pourrait agir 
comme un suppresseur de tumeurs : l’induction de tumeurs par mutagenèse chimique est 
significativement plus importante en cas de déficience de RhoB (100). Cependant le 
mécanisme par lequel RhoB  pourrait intervenir dans l’oncogénèse humaine reste très peu 
exploré. Il ne semble pas que RhoB favorise la prolifération cellulaire : chez les souris RhoB -
/- la cicatrisation est normale et n’induit pas de prolifération kératinocytaire ou fibroblastique 
aberrante. Il a été suggéré que RhoB  puisse interagir avec le micro-environnement tumoral 
(86), ou réguler négativement les capacités de migration et d’invasion des cellules tumorales 
(93). Il a été montré que la surexpression de RhoB dans les cellules porteuses d’une mutation 
activatrice ras conduisait à une réversion du phénotype, une inhibition de la croissance 
cellulaire et l’activation de l’inhibiteur du cycle cellulaire p21WAF1/CIP1 (101). La 
surexpression de RhoB dans les cancers humains réduit la croissance tumorale dans des 
modèles de xenogreffe animale sur souris nude. Ceci semble en rapport avec une inhibition de 
la croissance cellulaire, qu’elle soit dépendante ou indépendante de l’ancrage cellulaire (101). 
Il semble que RhoB joue un rôle régulateur mesurant le niveau intracellulaire de cytotoxicité, 
et capable de déclencher rapidement des réponses protectrices telles que l’arrêt du cycle 
cellulaire par induction de P21WAF1/CIP1 ou l’apoptose (101–104). 
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I-­‐B-­‐4	  RhoB	  GTPase	  et	  UV,	  RhoB	  GTPase	  et	  apoptose	  UV-­‐induite	  :	  
 
Nous avons détaillé ci-avant le rôle central des UV comme stress oxydatif impliqué dans la 
carcinogenèse cutanée, et plus particulièrement dans la survenue du carcinome épidermoïde 
cutané. Le rôle possible de RhoB dans la réponse aux UV est souligné par plusieurs 
publications. En premier lieu, il apparaît que RhoB est régulé positivement en cas 
d’exposition aux UV. Dans un modèle de culture de lignées cellulaires NIH3T3, Fritz et al. 
ont montré que le taux de RhoB était multiplié par un facteur 3 à 4 dans les 30 minutes suivant 
l’exposition aux UV, et ce sous dépendance d’un mécanisme tyrosine-kinase dépendant (105). 
Il a également été montré que l’exposition aux UV induisait des modifications de régulation 
de la transcription du gène de RhoB par un mécanisme impliquant une activation de p38 
MAPK à l’origine d’un recrutement de c-jun à l’élément distal CCAAT du promoteur du gène 
de RhoB dans les cellules Jurkat (106)(107). Il a été décrit une stabilisation de l’ARN de 
RhoB sous dépendance de HuR (108) et miRNA 19 (109) après exposition aux UV ; et nous 
avons montré que RhoB protège les cellules HaCaT de l’apoptose UV-induite par un 
mécanisme impliquant le récepteur à l’Epidermal Growth Factor (110). Les cellules HaCaT 
sont une lignée de kératinocytes humains considérée comme immortalisée (111). Une des 
principales altérations nécessaires à l’immortalisation cellulaire concerne les mutations du 
gène p53. Ce gène joue un rôle pivotal dans la régulation de la croissance cellulaire et de la 
mort cellulaire en détectant et en intégrant les signaux de stress extracellulaire, et plus 
particulièrement les UV (112). P53 est considéré comme un « gardien du génome » de par son 
rôle dans l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire suivi d’une réparation des dommages à 
l’ADN. P53 présente également une fonction de contrôle cellulaire par laquelle il induit 
l’apoptose des cellules défectives pré-cancéreuses (58). Les cellules HaCat sont mutées sur 
les 2 allèles de p53, sont plus sensibles aux UVB et entrent en apoptose pour des doses 
d’UVB inférieures à celles nécessaires à l’apoptose des kératinocytes de culture primaire 
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(113). Il apparait nécessaire de contrôler les données de nos travaux antérieurs sur des 
modèles relevant de conditions plus proches de la physiologie. 	  
I-­‐B-­‐5	  RhoB	  GTPase	  et	  carcinome	  épidermoïde	  cutané	  :	  	  
L’ensemble des éléments rappelés ci-avant suggère une implication forte de RhoB dans 
l’oncogenèse précoce. Malgré cela, très peu de données sur le rôle de RhoB dans l’oncogenèse 
cutanée sont publiées. Une étude publiée par Adnane et al. en 2002 a évalué l’expression de 
RhoB dans des prélèvements tumoraux de carcinomes épidermoïdes invasifs primitifs de la 
tête et du cou (98). Les auteurs ont cherché à déterminer si l’expression de RhoB était 
modifiée dans ces tumeurs. Pour cela, ils ont réalisé une série rétrospective de marquages 
immunohistochimiques sur des coupes tumorales fixées au formol et incluses dans la 
paraffine (Formalin-Fixed, Paraffin Embedded – FFPE) et une série de RT-PCR sur des 
échantillons d’ARN cellulaire total. Les tumeurs sélectionnées étaient de différents niveaux 
d’invasion et de différents niveaux de différenciation et les patients étaient naïfs de tout 
traitement avant prélèvement de la tumeur. Les auteurs montraient une perte de l’expression 
de RhoB dans les portions les plus invasives et les plus indifférenciées des tumeurs étudiées 
(image 3) suggérant un rôle important de RhoB dans l’invasion tumorale. 
Image	  3	  :	  expression	  de	  RhoB	  dans	  les	  carcinomes	  épidermoïdes	  de	  la	  tête	  et	  
du	  cou.	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La diminution de l’expression nucléaire de RhoB est observée lors de la transition entre tissu sain (A) 
et carcinome in situ (C), lors de la transition entre carcinome micro-invasif (D et E) et carcinome 
invasif profond (F), et le marquage est aboli par incubation préalable avec le peptide RhoB (B).  
extrait de (98). 	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II-­‐ Objectifs	  :	  	  
II-­‐A	  objectif	  de	  ce	  travail
L’ensemble des éléments détaillés ci-avant plaide en faveur d’un rôle joué par RhoB GTPase 
dans les phénomènes précoces de la carcinogenèse UV-induite. Notre objectif était d’évaluer 
le rôle joué par RhoB GTPase dans les phases précoces de l’oncogenèse et de déterminer si 
son expression pourrait être associée à des formes plus agressives de carcinome épidermoïde 
cutané UVB-induit. Les résultats obtenus antérieurement par notre équipe suggèrent 
fortement que RhoB pourrait jouer un rôle dans l’apoptose UV-induite, actuellement 
considérée comme un élément très précoce de la carcinogenèse UV-induite. Nous nous 
sommes focalisés sur le rôle joué par RhoB dans l’apoptose UV-induite. 	  
II-­‐B	  choix	  des	  modèles	  
Les résultats précédemment publiés par notre équipe ont été obtenus sur des cellules HaCaT 
immortalisées et mutées sur les 2 allèles de p53. Il nous est apparu nécessaire de les contrôler 
en développant nos travaux sur des modèles originaux non mutés pour p53. Notre choix a 
porté à la fois sur un modèle murin, sur des tumeurs humaines et sur de la peau humaine 
saine. Pour explorer le rôle de RhoB dans la carcinogenèse UV-induite, nous avons croisé des 
souris SKH1 avec des souris RhoB -/-. Nous avons obtenu des souris SKH1-RHOB +/+, 
RhoB +/- et RhoB -/- dont le phénotype était identique. Il a été démontré que les dommages 
induits par les UV dans la peau des souris SKH-1 reproduisent de façon fidèle ceux observés 
dans la peau humaine (114). Chez les souris SKH-1, l’exposition chronique aux rayonnements 
UV induit la survenue de carcinomes épidermoïdes cutanés, principalement bien différenciés 
et matures (115). Les tumeurs induites par les UV chez les souris SKH-1 sont comparables à 
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celles observées chez l’humain, et les données recueillies sont reconnues valides pour des 
analyses mécanistiques (116).  
	  	  
III- Résultats : 
III-A-1 : les lésions UVB-induites apparaissent plus tard et en nombre plus faible 
chez les souris RhoB -/- 
 
De façon à évaluer le rôle de RhoB dans l’oncogenèse UVB-induite, nous avons d’abord 
croisé des souris SKH-1 et des souris invalidées pour RhoB (RhoB -/-). Nous avons ainsi 
obtenu un modèle murin original mimant la photocarcinogenèse UVB chez l’Humain. Nous 
avons soumis notre modèle murin à une exposition UVB chronique. Notre modèle associait 
les caractéristiques des souris SKH1 (qui développent des carcinomes épidermoïdes cutanés 
sous dépendance des rayonnements UVB) et des souris invalidées pour le gène RhoB. 
L’observation de ce modèle murin au cours de l’exposition UVB nous a mené à constater des 
différences phénotypiques induites par les UVB. Certaines souris développaient un nombre 
important de lésions cutanées similaires à des kératoses actiniques (lésions érythémateuses et 
kératosiques, planes, non tumorales) et des tumeurs principalement kératosiques (d’allure 
papillomateuse), alors que d’autres ne présentaient que très peu de lésions UV-induites 
similaires à des kératoses actiniques, mais développaient des tumeurs ulcérantes, d’apparition 
tardive et de progression rapide (Image 4). Sur la base de ce constat, et dans l’objectif de 
préciser l’éventuelle association de ce phénotype UV-induit avec le génotype des souris, nous 
avons construit 2 groupes selon le phénotype UV-induit : 
-­‐ Le groupe A, correspondant aux souris présentant des lésions similaires à des kératoses actiniques 
couvrant plus de 50% de la surface de la peau du dos 
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-­‐ Le groupe B, correspondant aux souris présentant des lésions similaires à des kératoses actiniques 
couvrant moins de 50% de la surface de la peau du dos. 
Groupe A :       Groupe B : 
  
* : tumeur kératosique ; ** : lésion de type kératose actinique ; *** : tumeur ulcérante 
J’ai construit ces groupes rétrospectivement par évaluation sur des photographies 
standardisées, en m’appuyant sur mon expérience médicale de Dermatologue, 
indépendamment du génotype des souris qui m’était inconnu au moment de l’évaluation. 
Cette évaluation indépendante du génotype des souris nous a permis de constater que les 
souris RhoB-/- présentaient préférentiellement un nombre réduit de lésions similaires à des 
kératoses actiniques et des tumeurs ulcérantes d’apparition tardive et d’évolution rapide, alors 
que les souris RhoB +/+ présentaient un nombre élevé de lésions similaires à des kératoses 
actiniques et des tumeurs préférentiellement kératosiques (Image 4).  
Nous avons cherché à affiner cette évaluation qualitative par des mesures de la cinétique 
clinique de l’évolution des tumeurs chez les souris. Nous avons déterminé la cinétique de 
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l’apparition tumorale dans les populations en fonction du génotype. Les lésions apparaissaient 
plus précocement chez les souris RhoB +/+ que chez les souris RhoB -/- et le seuil de 10 
lésions tumorales était atteint significativement plus précocement chez souris RhoB +/+ que 
chez les souris +/- et les souris -/- (Images 4b,c).  Nous n’avons pas mis en évidence de 
différence entre les souris -/- et les souris +/-. 
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Image 4 : aspects phénotypiques UV-induits observés chez les souris SKH1, 





Les lésions UV-induites apparaissaient plus précocement chez les souris RhoB +/+ que chez les souris RhoB +/- 
ou RhoB -/- (Nombre total moyen de lésions chez les souris, a.) et le seuil de 10 lésions était atteint plus 
précocement chez les souris RhoB +/+ que chez les souris RhoB +/- (p= 1,4.10-2) ou RhoB -/- (p= 4.10-3 ; b.). 	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III-A-2 : La perte de RhoB est associée in vivo à des formes plus indifférenciées et 
plus agressives de carcinome épidermoïde cutané UV-induit. 
 
De façon à caractériser plus précisément la nature et le niveau de différenciation des tumeurs 
observées, nous avons réalisé un examen anatomo-pathologique des lésions sur des coupes 
colorées à l’Hémalun-éosine. Les tumeurs kératosiques correspondaient à des carcinomes 
épidermoïdes moyennement à bien différenciés et les tumeurs ulcérantes correspondaient à 
des carcinomes épidermoïdes peu à indifférenciés (Image 5a). La proportion de tumeurs peu à 
indifférenciées était significativement plus importante chez les souris RhoB -/- que chez les 
souris RhoB +/+ (p<5.10-2 ; image 5a), la proportion de tumeurs indifférenciées chez les 
souris RhoB +/- était observée à un niveau intermédiaire entre celles observées chez les souris 
RhoB -/- et les souris RhoB +/+ sans que nous ne mettions en évidence de différence 
significative, probablement par manque de puissance de l’évaluation statistique. De façon à 
préciser le niveau d’agressivité des tumeurs, nous avons réalisé un marquage Ki67 sur ces 
tumeurs : les tumeurs des souris RhoB-/- et RhoB +/- présentaient une proportion 
significativement supérieure de cellules en cycle par rapport aux tumeurs des souris RhoB +/+ 
(p<10-3, Image 5b). 
Nous avons conclu que la perte de RhoB était associée à une survenue plus tardive des lésions 
UV-induites, mais à la survenue de carcinomes épidermoïdes moins différenciés et plus 
agressifs dans notre modèle murin. 
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Image	  5	  :	  différenciation	  anatomo-­‐pathologique	  des	  carcinomes	  
épidermoïdes	  UVB-­‐induits	  chez	  les	  souris	  étudiées	  :	  	  	  
	  	  
La proportion de tumeurs peu à indifférenciées est plus importante chez les souris RhoB -/- (KO) que chez les 
souris RhoB +/+ (WT ;  p< 5.10-2 ; a.). Les tumeurs des souris RhoB -/- et des souris +/- (HZ) présentent un 
niveau d’agressivité illustré par la proportion de cellules en cycle marquées par le Ki67 plus importante que les 
tumeurs des souris RhoB +/+ (p< 10-3 ; b.). 	  
III-A-3 : La perte de RhoB est associée in vivo à une augmentation de l’apoptose 
kératinocytaire UV-induite dans notre modèle murin 
 
La résistance à l’apoptose est considérée comme un point central de l’initiation de la 
carcinogenèse. Le rôle possible de RhoB dans la réponse aux UV est souligné par plusieurs 
publications : RhoB est régulé positivement en cas d’exposition aux UV (105) ; l’exposition 
aux UV induit des modifications de régulation de la transcription du gène de RhoB 
(106)(107) ; l’ARN de RhoB est stabilisé après exposition aux UV (108)(109); et nous avons 
montré que RhoB protège les cellules HaCat de l’apoptose UV-induite (110). Nous avons 
émis l’hypothèse que le mécanisme par lequel l’absence de RhoB retarderait l’apparition des 
tumeurs cutanées UVB-induites pourrait impliquer l’apoptose UVB-induite. Nous avons 
cherché à évaluer le niveau d’apoptose dans les tumeurs cutanées induites par l’exposition de 
notre modèle aux UVB. Du fait de l’absence de différence clinique significative entre les 
souris RhoB +/- et les souris RhoB-/-, nous avons focalisé nos travaux sur les différences 
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observées entre les souris RhoB+/+ et les souris RhoB-/-. Nous avons dans un premier temps 
mesuré la proportion de cellules apoptotiques dans les tumeurs cutanées des souris. Pour ce 
faire, nous avons réalisé un marquage immuno-histochimique de la caspase-3 clivée, puis 
effectué un comptage des cellules marquées, exprimé en pourcentage des cellules totales. La 
proportion de cellules apoptotiques dans les tumeurs des souris RhoB -/- était 
significativement supérieure à celle observée dans les tumeurs des souris RhoB +/+ (p<0,01 ; 
image 6a). Dans la mesure où le taux de prolifération des tumeurs observées chez les souris 
RhoB -/- était significativement accru, cette élévation de la proportion de cellules 
apoptotiques dans les tumeurs des souris RhoB -/- aurait pu être en rapport avec une 
agressivité accrue et un niveau de différenciation moindre. Nous avons donc mesuré la 
proportion de cellules apoptotiques  induites par les UVB dans la peau saine des souris RhoB 
+/+ et RhoB -/- au cours d’une expérimentation d’exposition UVB aiguë. Notre modèle murin 
a donc été exposé à une dose unique d’UVB (0,2 J.cm-2), puis les souris ont été sacrifiées 
respectivement 24 et 48 heures après l’exposition. La proportion de cellules apoptotiques, 
mesurée par marquage TUNEL sur peau saine FFPE, était significativement plus importante 
dans la peau des souris RhoB -/- que dans celle des souris RhoB+/+ (p <0,05 ; image 6b). 
Nous avons conclu que la perte de RhoB favorise l’apoptose UV-induite. 
 
L’ensemble de nos observations montre que la perte de RhoB est associée à une augmentation 
de l’apoptose UVB-induite dans les kératinocytes sains et tumoraux et suggère fortement que 
ceci pourrait participer aux phénomènes précoces de la carcinogenèse UV-induite. 
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Image	  6	  :	  évaluation	  de	  l’apoptose	  UVB-­‐induite	  chez	  les	  souris	  étudiées	  :	  	  	  
	  
 
Immunomarquage Caspase-3 clivée dans les tumeurs UVB induites de notre modèle murin (a) et dans la peau 
saine de notre modèle murin (b). L’apoptose UVB-induite est significativement plus marquée dans la peau des 
souris -/-, et ce indépendamment du niveau de différenciation tumorale. 
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III-B-1 : l’expression de la protéine RhoB est induite par les UVB dans les 
kératinocytes humains normaux (NHK)  
 
Nous avons  précédemment démontré que les UVB induisent l’expression de RhoB dans les 
cellules HaCat(110). Cependant, ceci n’a jamais été rapporté dans la peau humaine saine. Il 
nous est apparu de contrôler les résultats que nous avions précédemment publiés de façon à 
vérifier que ceux-ci étaient transférables aux kératinocytes Humains normaux. Nous avons 
d’abord évalué l’expression de RhoB dans la peau humaine saine après exposition aux UVB. 
Nous avons observé un faible niveau pré-exposition de l’expression de RhoB, et notamment 
une expression quasi exclusive à la couche basale kératinocytaire qui assure le 
renouvellement des couches supérieures de l’épiderme par division cellulaire (Image 7a, b). 
Huit heures après exposition des explants cutanés aux UVB (0,1J/cm2), l’expression de RhoB 
était significativement majorée et ce dans l’ensemble des couches cellulaires de l’épiderme 
(Image 7b).  
Dans un contexte représentatif de la physiologie humaine, l’expression de la protéine RhoB 
est fortement majorée après exposition aux UVB.
III-B-3 : l’inhibition de l’expression UVB-induite de RhoB dans les NHK majore 
la réponse apoptotique à l’exposition UV.
 
De façon à déterminer le rôle de RhoB dans la réponse apoptotique des NHK aux UVB, nous 
avons inhibé son expression par interférences ARN (siRNA) (110). Nous avons d’abord 
évalué le clivage de la caspase-3. L’inhibition de RhoB par 2 siRNA différents conduisait à 
une augmentation de 15% de la proportion de NHK exprimant une caspase-3 clivée 24 heures 
après exposition aux UVB (Images 7c et d). L’inhibition de RhoB conduit à une augmentation 
majeure de l’apoptose UVB-induite des NHK. Ceci suggère fortement que RhoB pourrait 
participer à un signal favorisant la survie cellulaire. 
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Image 7 : modulation de l’expression de RhoB  dans la peau Humaine saine par 
les UVB et impact de l’inhibition de RhoB sur l’apoptose UVB-induite des 
kératinocytes Humains normaux	  	  	  
	  	  
Immunomarquage RhoB sur peau humaine saine (n=2). (a) : l’incubation des explants cutanés avec l’anticorps 
anti-RhoB et/ou iso type contrôle sans et avec saturation aux protéines RhoB et RhoB confirme la spécificité du 
marquage. (b) le niveau d’expression de RhoB dans les kératinocytes avant exposition aux UVB est faible et 
quasi exclusif de la couche cellulaire basale de l’épiderme. 8 heures après exposition à une dose unique de 0,1 
J/cm2 l’expression de RhoB est significativement majorée et retrouvée dans l’ensemble des couches cellulaires 
de l’épiderme. (c) inhibition de l’expression de RhoB dans les NHK par interférences ARN. Les siRNA utilisés 
réduisent significativement l’expression de la protéine RhoB dans les kératinocytes humains normaux (western-
blot). (d) la proportion de kératinocytes marquées par l’anticorps anti-caspase3 après exposition aux UVB est 
significativement augmentée par le traitement par les siRNA RhoB 1 et 2. 
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III-D-1 la perte d’expression de RhoB se traduit par une majoration de 
l’instabilité génétique UVB-induite chez la souris. 
 
RhoB est impliqué dans la réponse apoptotique aux agents génotoxiques, dont les radiations 
ionisantes(102,117,118) et nous avons prouvé ci-avant que RhoB protège les kératinocytes 
humains de l’apoptose UVB-induite. Dans la mesure où les souris RhoB -/- développent sous 
dépendance des UVB des formes plus indifférenciées et plus agressives de carcinome 
épidermoïde, nous avons émis l’hypothèse que RhoB participerait à un signal de survie 
impliqué dans la protection du génome après exposition aux UVB. Nous avons voulu 
déterminer si la perte de RhoB conduisait à un accroissement de l’instabilité génétique. Pour 
ce faire, nous avons d’abord réalisé une série d’immunomarquages gH2AX sur les 
échantillons des tumeurs développées par notre modèle murin après exposition chronique aux 
UVB. gH2AX a initialement été décrit comme la forme phosphorylée de l’histone H2AX, 
dont l’expression est induite dans les cellules de mammifères après irradiation par les rayons 
Gamma (119).l’expression de gH2AX est corrélée à des ruptures de l’ADN et participe au 
recrutement de facteurs de réparation de l’ADN (120,121). Nous avons observé que 
l’instabilité génétique était significativement plus marquée dans les cellules tumorales des 
souris RhoB -/- que dans celles des souris RhoB +/+ (Image 8a). Le niveau de différenciation 
et d’agressivité étant significativement différent chez les souris RhoB -/- et chez les souris 
RhoB +/+, nous avons cherché à contrôler ce résultat. Pour ce faire nous avons exposé notre 
modèle murin à une dose unique érythèmogène d’UVB (0,2 J/cm2) puis évalué le niveau 
d’expression de gH2AX dans la peau des souris. Nous avons observé une tendance non 
significative spontanée à l’instabilité génétique des souris RhoB -/- avant exposition. Cette 
instabilité était significativement majorée après exposition aux UVB, pour atteindre un pic 24 
heures après exposition puis décroitre (Image 8b).  De façon à confirmer cette observation, 
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nous avons exploré le génome de deux tumeurs de niveau similaire de différenciation (RhoB-
/- et RhoB +/+) par CGH array. Nous avons observé que pour un niveau similaire de 
différenciation anatomo-pathologique et d’invasion en profondeur, le profil des altération 
génomiques observées par CGH array était différent chez les souris RhoB +/+ et RhoB -/-. Le 
nombre d’événements génomiques observés chez les souris RhoB -/- était supérieur à celui 
observé chez les souris RhoB +/+, les souris RhoB -/- présentant préférentiellement des 
amplifications alors que les souris RhoB +/+ présentaient préférentiellement des délétions. De 
plus, la taille moyenne des événements observés était inférieure dans les souris RhoB -/- en 
comparaison avec les souris RhoB+/+ (Image 8c, d, e ; Annexe 8). La perte de RhoB est 
associée à une instabilité génétique UVB-induite accrue chez la souris. 
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Image	  8	  :	  évaluation	  de	  l’instabilité	  génétique	  dans	  les	  tumeurs	  murines	  	  
	  
(a) Immunomarquage gH2AX sur peau murine. L’expression de gH2AX est significativement accrue dans les 
cellules tumorales des souris RhoB -/- en comparaison avec les souris RhoB +/+. (b) Après exposition à une dose 
unique d’UVB (0,2J/cm2), l’expression de gH2AX s’accroit de façon significativement plus marquée dans les 
kératinocytes sains des souris RhoB -/- en comparaison avec les souris RhoB +/+. (c) CGH array sur ADN 
génomique total des tumeurs murines. L’ADN tumoral a été évalué en référence à l’ADN génomique total de la 
peau saine. Exemple de différence de profil d’anomalies observées dans les tumeurs étudiées. (d) les tumeurs de 
souris RhoB -/- présentaient un nombre total (n=86) d’anomalies supérieur à celui des tumeurs des souris RhoB 
+/+ (n= 77) et un profil qualitatif différent (RhoB -/- : prépondérance des amplifications ; RhoB +/+ : 
prépondérance des délétions) ; (e) la taille moyenne des anomalies était plus grande chez les souris RhoB +/+.  	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III-D-2 : la perte de RhoB et une instabilité génétique accrue sont observées dans 
les carcinomes épidermoïdes humains peu à indifférenciés. 
 
Nous avons ensuite cherché à déterminer si ces résultats étaient transposables en pathologie 
Humaine. Dans cet objectif, nous avons réalisé une série d’immunomarquages RhoB et 
gH2AX sur des carcinomes épidermoïdes cutanés humains. Nous avons observé une perte 
quasi constante de l’expression de RhoB dans les formes peu- à indifférenciées de carcinomes 
épidermoïdes cutanés humains alors que son expression était conservée dans une grande 
majorité des carcinomes épidermoïdes cutanés moyennement- à bien-différenciés (Image 9 a, 
b). Nous avons également observé une corrélation inverse entre l’expression de RhoB et 
l’instabilité génétique dans ces tumeurs (Spearman r= - 0,50 ; intervalle de confiance à 95% : 
[-0,77 ; - 0,06] ; image 9 a, b). La perte de RhoB est associée à une instabilité génétique 
accrue et à des formes plus indifférenciées de carcinomes épidermoïdes cutanés chez 
l’humain. 
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Image	  9	  :	  évaluation	  de	  l’expression	  de	  RhoB	  et	  de	  l’instabilité	  génétique	  
dans	  les	  tumeurs	  humaines	  
 	  
Immunomarquage gH2AX (c) et RhoB (d) sur carcinomes épidermoïdes cutanés humains. La perte de 
l’expression de RhoB est quasi constante dans les formes peu différenciées et inversement corrélée au niveau 
d’expression de gH2AX (Spearman r :-0,50 ; 95%IC : [-0,77 ; -0,06]). 
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IV- Discussion : 
 
Cette étude fournit de nouveaux éléments de compréhension du rôle de RhoB GTPase dans 
les phases précoces de la carcinogénèse UVB-induite. Nous montrons, par l’étude de notre 
modèle murin, que la perte de l’expression de la protéine RhoB conduit à une apparition 
retardée des carcinomes épidermoïdes cutanés UVB-induits, mais que ceux-ci sont plus 
agressifs et plus indifférenciés. Cette observation est corrélée aux constatations résultant de 
l’étude de carcinomes épidermoïdes cutanés humains.  
Nous démontrons par l’étude de notre modèle murin, par l’étude de kératinocytes humains 
normaux et d’explants cutanés humains, que l’exposition de la peau aux UVB se traduit par 
une forte induction de la protéine RhoB, et que cette induction modifie de l’apoptose 
kératinocytaire UVB-induite, RhoB participant à un signal de survie des kératinocytes après 
irradiation UVB. L’irradiation UVB des explants cutanés sains induit une franche expression 
holo-épidermique de RhoB. De notre point de vue, cette induction holo-épidermique de 
l’expression de RhoB par les UVB est représentative d’une réalité physiopathologique. En 
effet, à l’état basal la protéine RhoB n’est pas détectable dans la couche spineuse de 
l’épiderme, qui est celle où apparaît le carcinome épidermoïde cutané. Ce résultat mis en 
parallèle avec le fait que nous montrons que RhoB est impliqué dans les phases précoces de la 
photocarcinogenèse et que la perte de RhoB conduit à des dégâts soutenus à l’ADN plaide en 
faveur d’une association synergique entre les UVB et RhoB dans la photocarcinogenèse. Le 
facteur de stress cellulaire induisant dans ce cas un co-facteur de sa toxicité à l’ADN.  
Notre étude montre une induction forte et durable de l’expression de la protéine RhoB après 
exposition aux UVB dans la peau humaine. Notre équipe a déjà rapporté une telle induction 
observée dans un modèle de kératinocytes humains immortalisés HaCat et nous avons montré 
que cette induction résultait de mécanismes transcriptionnels et post transcriptionnels (110). 
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Bien que l’on ait pu émettre l’hypothèse que les mécanismes sous-tendant la régulation des 
ARN messagers de RhoB dans les kératinocytes normaux soient similaire, il nous est apparu 
nécessaire de le contrôler. En effet, les kératinocytes humains HaCat sont porteurs de 
mutations sur les 2 allèles de p53, et l’évaluation de cette hypothèse dans un modèle relevant 
de conditions physiologiques normales était justifiée. Nous montrons par cette étude que 
RhoB participe à un signal de survie cellulaire kératinocytaire après exposition aux UVB.  
Les résultats de cette étude étayent le fait que la protéine RhoB est impliquée dans la réponse 
cellulaire aux UVB. Nous montrons une induction holo-épidermique rapide de l’expression de 
RhoB après exposition aux UVB dans un modèle relevant de conditions physiologiques 
normales. Nous montrons également dans les mêmes modèles humains que l’inhibition de 
l’expression de RhoB conduit à un sensibilisation à l’Apoptose, ceci confirme les résultats 
que notre équipe avait précédemment publiés et dédouane leur interprétation du statut 
mutationnel p53 lié au modèle d’étude (110). Cette étude apporte également des éléments en 
faveur du rôle joué par RhoB dans les phases précoces de l’oncogenèse cutanée, en montrant 
que RhoB favorise la survenue de carcinomes épidermoïdes cutanés en  participant à un signal 
de survie cellulaire après exposition aux UVB.  
Nous avons vu ci-avant diverses familles géniques impliquées dans la réponse cutanée aux 
UVB et dans la carcinogenèse kératinocytaire. Parmi l’ensemble des gènes qui ont été 
associés aux phénomènes de carcinogenèse, 2 familles nous semblent plus particulièrement 
pouvoir interagir avec RhoB dans les phénomènes de carcinogenèse précoce. Il s’agit de Bcl-
2 (Cf. I-A-5-D-iii ; page 59) et p53 (cf. I-A-d-5-i-a ; page 56). Ces 2 familles de gènes sont 
impliquées dans des signaux de survie cellulaire après exposition aux UVB, et nous avons 
montré dans cette étude que c’est également le cas de RhoB GTPase. La perte de fonction de 
p53 est associée à une transformation cellulaire in vitro et l’apparition de néoplasies in vivo. 
Chez l’Humain, des anomalies de p53 sont impliquées dans près de 50% des cancers, dont les 
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carcinomes cutanés. L’inactivation de p53 peut résulter de mutations ponctuelles, de délétions 
et d’insertions (55). Après exposition aux UV, l’expression du gène p53 est induite dans les 
kératinocytes et les taux de protéine p53 augmentent rapidement, conduisant à l’expression 
d’une cascade de gènes effecteurs et à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Les éventuelles 
interactions entre RhoB GTPase et p53 devront être précisées dans des études ultérieures. 
Nous prévoyons d’étudier les interactions entre RhoB et p53 par une approche soustractive 
dans des kératinocytes humains normaux, puis d’évaluer la réponse apoptotique UVB-induite 
de ceux-ci.  
Dans la peau normale, l’expression des bcl-2 est limitée aux mélanocytes et aux kératinocytes 
de la couche basale. L’apoptose induite dans les kératinocytes superficiels n’exprimant pas 
bcl-2 permet le processus de kératinisation (72)(70)(71). bcl-2 joue un rôle anti-apoptotique et sa 
surexpression est retrouvée dans de nombreuses tumeurs dont le carcinome épidermoïde 
cutané (69)(70)(71). Nous estimons que les interactions de bcl-2 et RhoB devront également être 
évaluées. Nous prévoyons ceci après évaluation des interactions p53/RhoB.  
Notre travail montre par ailleurs un accroissement de l’instabilité génétique et une majoration 
du marquage gH2AX dans notre modèle invalidé pour RhoB. L’expression de gH2AX est 
corrélée à des ruptures de l’ADN et participe au recrutement de facteurs de réparation de 
l’ADN (120,121). Ceci nous incite à penser que RhoB GTPase est impliquée dans la mise en 
œuvre des mécanismes de réparation de l’ADN, et notamment dans le recrutement précoce de 
facteurs de réparation. Des travaux menés sur les inhibiteurs de farnesyl transférase (dont 
RhoB est un médiateur de l’activité antinéoplasique) suggèrent notamment le rôle de ATM 
(Ataxia-Telangiectasia Mutated Protein)(126). 
Près de 80% des carcinomes épidermoïdes de la peau sont guéris par exérèse chirurgicale. 
Cependant pour les 20% restant, le pronostic est mauvais, et l’identification des populations 
justifiant un traitement complémentaire reste difficile du fait de critères imprécis. Il n’existe 
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pas de biomarqueur prédictif de la récidive ou représentatifs de l’agressivité de ce cancer 
utilisable en pratique courante (6,122). Dans cette étude nous montrons que la perte de 
l’expression de la protéine RhoB est quasi constante dans les formes indifférenciées humaines 
de carcinome épidermoïde de la peau. La dédifférenciation tumorale est identifiée comme un 
marqueur d’agressivité de ces cancers (6,122). Nous montrons de plus, dans notre modèle 
murin, que l’absence de RhoB est associée à la survenue de formes plus agressives de 
carcinomes épidermoïdes de la peau UVB-induits. Il a également été rapporté que la perte 
d’expression de RhoB était observée dans les formes invasives de carcinome épidermoïde 
chez l’Homme(98). Notre méthodologie d’étude (rétrospective sur groupes sélectionnés) est à 
l’origine de biais et cette hypothèse devra être validée par une évaluation sur des séries 
cliniques prospectives de patients atteints de carcinome épidermoïde cutané. Cette évaluation 
systématique de l’expression de RhoB par immunohistochimie dans une population non 
sélectionnée de sujets atteints de carcinome épidermoïde cutané devra être confrontée à 
l’évolution clinique réelle des patients : survenue de métastases, survie globale, survie sans 
récidive, réponse au traitement. Nous estimons que pour mettre en évidence un risque relatif 
de complication de la maladie de 2 avec un risque Alpha de 5% et une puissance de 80% une 
cohorte prospective sur 5 ans de 625 patients atteints de carcinome épidermoïde cutané sera 
nécessaire. Ce type d’étude clinique devra être mené de façon multicentrique et nationale, de 
façon à permettre un recrutement rapide et réduire le risque d’effet-centre.  
Bien que complexe à mettre en œuvre, cette validation de la valeur pronostique de 
l’expression de RhoB dans les carcinomes épidermoïdes cutanés permettrait de déterminer 
avec plus de précision les sous-populations justifiant un traitement complémentaire après 
exérèse chirurgicale.  
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L’ensemble de nos résultats illustre le fait que la petite GTPase RhoB est un déterminant 
majeur de la réponse des kératinocytes sains à une exposition environnementale aux UVB. 
Son rôle dans la détermination du destin final des cellules irradiées aux UVB souligne 
l’importance de cette protéine et confirme que les anomalies de la régulation de RhoB 
pourraient être un mécanisme important impliqué dans les phases précoces du développement 
des carcinomes cutanés. Nos résultats mettant également en évidence un accroissement de 
l’instabilité génétique en cas de perte de l’expression de RhoB, nous proposons de construire 
une hypothèse chrono-physiopathologique impliquant RhoB dans la carcinogenèse UVB-
induite comme suit : 
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Annexe	  8	  :	  CGH	  array,	  tous	  chromosomes.	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VI- Matériel / Méthodes : 
VI-A Modèle murin étudié : 	  
Les expérimentations animales ont été menées sur la base d’un protocole approuvé par le 
comité d’éthique animale. Les expérimentations ont été réalisées dans une animalerie agréée 
(B. 31.555.26, Institut Claudius Regaud, Toulouse) par une équipe de recherche expérimentée 
et labellisée. Notre étude sur modèle murin a été menée sur des souris Hairless SKH1 « Wild 
type » (WT) et invalidées pour le gène de RhoB (RhoB -/- ; KO). Les souris étaient âgées de 
60 +/- 3 jours au début de l’expérimentation. Le génotype de chaque souris avait été vérifié 
par PCR sur ADN total extrait depuis un prélèvement de queue avant inclusion dans l’étude. 
Aucun élément phénotypique ne permettait de différencier les souris selon leur génotype au 
moment de leur installation dans l’incubateur (Image 4). 
VI-B carcinomes épidermoïdes cutanés humains : 	  
De façon à évaluer la validité de nos résultats dans la pathologie humaine, nous avons mené 
nos expérimentations sur des carcinomes épidermoïdes cutanés humains obtenus après 
consentement éclairé et conservés par de la tumorothèque du service d’anatomo-pathologie du 
CHU de Toulouse-Purpan (Toulouse, France). Les échantillons avaient été collectés entre 
Janvier 2010 et Janvier 2011. Un total de 80 échantillons tumoraux FFPE a été analysé. Ils 
comprenaient 40 carcinomes épidermoïdes invasifs cutanés bien différenciés matures et 40 
carcinomes épidermoïdes cutanés invasifs indifférenciés, le niveau de différenciation 
tumorale de chaque échantillon avait été déterminé par un pathologiste entraîné. 
VI-C : kératinocytes Humains Normaux : 	  
Les cultures primaires de kératinocytes humains normaux ont été préparées depuis des 
explants cutanés de donneurs sains subissant une plastie mammaire de réduction, au moment 
de l’expérimentation, ces explants ont été considérés ne justifiant pas recueil d’un 
consentement du patient. Les feuillets épidermiques ont été séparés du derme et une 
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suspension cellulaire a été obtenue après incubation sur la durée de la nuit dans une solution 
de trypsine à 0,025% à 4°C. après filtration au travers d’un filtre poreux (70mm), les NHK 
ont été ensemencées dans du KSFM (Keratinocyte Serum-free medium, InVitrogen, Karlsbad, 
CA, USA) complémenté à l’extrait de tige pituitaire bovine et de l’EGF recombinant et 
incubées à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2 et 95% d’humidité. 
VI-D Irradiateur UV / protocoles d’exposition aux UV: 	  
L’irradiation UV des souris était réalisée dans un incubateur de notre conception. Les UV 
étaient émis par des tubes fluorescents Phillips ® TL12 (40W par tube, 3 tubes par rayonnage, 
4 rayonnages indépendants, longueur d’ondes la plus longue 310 nm, Phillips electronics®, 
Amsterdam, Hollande). Chaque cage était placée 20 cm en dessous des tubes TL12. Les tubes 
étaient connectés à un régulateur et un minuteur permettant un contrôle précis de l’intensité 
d’irradiation. De façon à homogénéiser l’irradiation, un diffuseur -consistant en une grille de 
métal percé- était positionné entre les tubes et les cages, au contact direct de la partie 
supérieure des cages. La dose délivrée par l’irradiateur était mesurée et réglée avant 
l’introduction des souris dans l’appareil et contrôlée en cours d’irradiation. (Annexe 8). 
Annexe	  9	  :	  représentation	  schématique	  de	  l’irradiateur	  UVB.	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VI-D-1 Exposition chronique : 	  
L’expérience d’irradiation chronique a été réalisée dans l’irradiateur décrit ci-avant. Les 
souris étaient réparties de façon aléatoire dans des cages, sans indication sur leur génotype. 13 
souris SKH1-RhoB +/+, 10 souris SKH1-RhoB -/- et 14 souris SKH1-Rho +/- ont ainsi été 
installées dans l’irradiateur. Chaque souris était soumise à une dose quotidienne de 0,1J.cm-2 
en UVB. De façon à prendre en compte une éventuelle hétérogénéité d’émission du 
rayonnement et assurer une irradiation strictement comparable pour chaque souris, les cages 
ont été soumises à une rotation hebdomadaire systématique réalisée de manière à ce qu’après 
8 semaines toutes les cages aient été positionnées au moins une fois à chaque emplacement 
disponible sous les tubes du même rayonnage. Les souris étaient maintenues dans l’irradiateur 
jusqu’à observation de l’apparition sur le revêtement cutané d’un volume tumoral prédéfini 
des plus grosses lésions observées égal à 500mm3, ou pour une durée maximale prédéfinie de 
35 semaines. Le volume tumoral était calculé sur la base de la formule suivante : 
   V (mm3)= (AxB2) / 2    
Où A est la longueur du nodule et B est sa largeur, mesurées en mm à l’aide d’un pied à 
coulisse. Ceci correspondait par exemple à une lésion de 10mm de diamètre, ou 2 lésions de 
8mm de diamètre chacune, ou 3 lésions de 5mm de diamètre chacune.  
Une fois le volume tumoral prédéfini atteint ou à l’échéance des 35 semaines d’irradiation, la 
souris était euthanasiée (par dislocation cervicale), et les lésions tumorales étaient collectées 
pour examen anatomo-pathologique (fixation au formol et inclusion en paraffine - FFPE) et 
expérimentations biologiques (1 prélèvement fixé au RNA-later® et congelé à -80°C, et deux 
prélèvements congelés instantanément dans l’azote puis conservé à -80°C pour extractions 
protéiques et de l’ADN). 
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VI-D-2 Exposition aiguë : 	  
Les expériences d’exposition aiguë aux UVB ont également été réalisées dans les conditions 
décrites ci-avant (Irradiateur UV). 16 souris SKH1-WT et 16 souris SKH1-RhoB -/- ont été 
réparties en groupes de 8 (4 souris de chaque génotype ; groupes 1, 2,3) et placées dans 
l’irradiateur, sans que leur génotype puisse être identifié. Les groupes 1, 2 ont été exposés à 
une dose unique de 0,2J.cm-2 puis euthanasiées (dislocation cervicale) après un délai 
respectivement de 24 et 48 heures. Le groupe 4 
3 était placé dans l’irradiateur comme groupe contrôle, n’a pas été soumis à une exposition 
UVB et a été euthanasié après un délai de 24h. Pour chaque souris, des échantillons de peau 
dorsale et ventrale étaient prélevés et conservés pour analyse anatomo-pathologique et 
marquages immuno-histochimiques (FFPE), extractions protéiques de l’ARN et de l’ADN 
(congélation instantanée à l’azote liquide puis conservation à -80°C). 
 
VI-D-3 : irradiation des kératinocytes humains normaux: 	  
Les NHK ont été irradiés à l’aide d’une lampe UVB RMX-3W (312nm, Biosun, Vilber 
Lourmat, Torcy, France). Les cellules ont été exposées à une dose de 400 J.m2 dans du PBS. 
 
VI-E Evaluation clinique : détermination du phénotype UV-induit : 	  
Les souris étaient évaluées cliniquement toutes les semaines par 2 évaluateurs dont un 
dermatologue. Les évaluations cliniques étaient menées indépendamment du génotype des 
souris, dont le phénotype était identique en début d’expérimentation. Chaque souris faisait 
l’objet d’une évaluation de l’état clinique général (abreuvage, alimentation, mouvement sans 
inconfort), d’une mesure du poids et d’un examen dermatologique systématique. Les lésions 
cutanées étaient comptées, mesurées à l’aide d’un pied à coulisse et leurs localisations 
anatomiques étaient reportées sur un schéma corporel standardisé assorti des caractéristiques 
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de chaque lésion. Une photographie standardisée de chaque souris était réalisée chaque 
semaine.   
A la fin de la période d’exposition chronique des souris, une évaluation rétrospective de 
l’aspect clinique du revêtement cutané des souris a été réalisée sur les photographies 
standardisées réalisées après 120 jours d’irradiation. Cette évaluation a été réalisée par un 
dermatologue entraîné, indépendamment des informations relatives au génotype des souris. 
L’évaluateur a séparé les souris en 2 groupes définis préalablement en fonction de l’aspect des 
lésions photo-induites et de leur répartition sur le revêtement cutané (image 4) : 
-­‐ Groupe A : présence de lésions de type kératose actinique sur au moins 50% de la surface du 
revêtement cutané dorsal 
-­‐ Groupe B : Moins de 50% de la surface du revêtement cutané dorsal atteinte par des lésions de 
type kératose actinique. 
VI-F Evaluation anatomo-pathologique : 	  
Les échantillons tumoraux des tumeurs prélevés sur les souris ont été coupés en sections de 
4 µm d’épaisseur. Les coupes ont été montées sur lames, puis incubées à 100°C pendant 15 
minutes et déparaffinées au xylène et  réhydratées. Les coupes ont été colorées par 
l’Hémalun-Eosine (HE), et lues en aveugle des données génotypiques par un anatomo-
pathologiste entraîné. Les données concernant la nature de la tumeur, son degré de 
différenciation, et la profondeur d’invasion ont été recueillies puis analysées. 
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VI-G Immunohistochimie / immunofluorescence : 	  
VI-G-1 : Marquage immuno-histochimique sur échantillon murins: 	  
Les échantillons tumoraux FFPE ont été coupés en sections de 4 µm d’épaisseur. Les coupes 
ont été montées sur lames silanisées, puis incubées à 100°C pendant 15 minutes avant d’être 
déparaffinées au xylène. Les coupes ont ensuite été réhydratées et les antigènes ont été 
démasqués par la chaleur et la pression dans un tampon citrate (Citrate de Sodium, 10mM ; 
Tween 20 0,05% ; pH 6,0). Les peroxydases endogènes ont été inactivées par le peroxyde 
d’hydrogène à 3%. Les coupes ont ensuite été incubées 15 minutes en présence de sérum 
bloquant (D’ako colmations ®, Trappes, France) pendant 1heure à température ambiante avec 
l’anticorps monoclonal primaire : 
-­‐ anticorps monoclonal rat-anti-souris anti Ki67 (réf. TEC-3, Dako Cytomation ®, Trappes, France) 
-­‐ anticorps monoclonal lapin-anti-souris anti caspase 3 clivée (réf. 9664, Cell Signaling®, Danvers, 
MA, USA) 
-­‐ anticorps poly clonal lapin-anti-souris anti g-H2AX (NB100-384 Novus Biologicals, Littleton, 
CO, USA) 
-­‐ Anticorps monoclonal Souris-anti-humain anti-RhoB (ref. SC8048, Santa Cruz biotechnologies, 
Santa Cruz, CA, USA). 
La fixation a été révélée par l’Immunoperoxydase à l’aide du kit peroxydase Dako-LSAB+ et 
la diamino-benzidine (Dako Cytomation ®, Trappes, France), selon les recommandations du 
fournisseur. Le pourcentage de cellules positives par rapport au nombre total de cellules par 
champ (x40) a été calculé selon la formule suivante : 
  [n (peroxydases) / n (total)] x100   
VI-G-2 : Marquage immunofluorescent sur échantillons murins: 	  
Pour la réalisation des marquages immunofluorescents, les échantillons tumoraux de souris 
cryoconservés à -80°C ont été coupés en sections de 4 µm d’épaisseur sur un cryostat et 
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montées sur lames superfrost®. Les coupes étaient fixées à l’éthanol (70%, 4°C, toute la nuit) 
puis saturées (PBS ; Tween 20 5% ; serum-albumine bovine 5% ; une heure, température 
ambiante). Les coupes étaient ensuite incubées 2 heures à température ambiante avec 
l’anticorps primaire (anticorps poly clonal lapin-anti-souris anti g-H2AX; réf. NB100-384; 
Novus Biologicals®, Littleton, CO, USA). Après rinçage, les coupes étaient incubées une 
heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire (anticorps poly clonal chèvre-anti-
lapin Alexa Fluor 488® ; réf. 24922, Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). Les lamelles étaient 
ensuite montées sur les lames avec une solution de Mowiol contenant du 4’,6-diamino-2-
phenylindole (DAPI). La fluorescence était lue sur un microscope à fluorescence, le 
pourcentage de noyaux g-H2AX positifs était calculé selon la formule suivante : 
  [n (γ-H2AX) / n (total)] x100 
 
VI-G-3 marquages immunofluorescents sur échantillons humains: 	  
Les NHK ont été étalées sur des lames et exposées aux UVB. Les cellules ont ensuite été 
fixées dans le formaldéhyde à 3% pendant 20 minutes puis perméabilisées avec une solution à 
0,1% de tritonX100, puis nous avons réalisé une étape de saturation dans une solution de 
Sérum Albumine Bovine - PBS à 3%. Les cellules ont ensuite été incubées avec l’anticorps 
monoclonal dirigé contre RhoB pendant une heure à température ambiante, puis pendant une 
heure avec l’anticorps secondaire Alexa fluo 488 caprin anti-lapin (InVitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). Les lamelles ont été montées sur les lames en utilisant une solution de Mowiol-DAPI 
et lues sur un microscope à fluorescence NIKON. 
 
VI-H : Immunoblot: 	  
Les NHK ont été lysées dans un tampon RIPA (50mM Tris pH8, 150mM NaCl, 1% 
TritonX100, 1% sodium deoxycholate, 0,1% SDS, 5mM EDTA, 10mM p-Nitrophenyl 
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phosphate, 2mM Na3VO4, 20 mM NaF, 1X protease inhibitor cocktail (Sigma, Saint Louis, 
MO, USA)) pendant 30 minutes à 4°C, puis rincées par centrifugation (14000 rpm, 10min). 
La concentration protéique a été déterminée par BCA assay (Sigma, Saint Louis, MO, USA), 
puis nous les avons diluées dans le SDS-PAGE à la concentration d’acrylamide appropriée 
(7,5 à 15%). L’anticorps anti-RhoB (119) a été acquis chez Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, USA). L’anticorps dirigé contre la b-actine a été acquis auprès de Millipore 
(Billerica, MA, USA). 
 
VI-I : Traitement par les siRNA : 	  
2 siRNA dirigés contre RhoB ont été synthétisés comme précédemment décrit. Les séquences 
des siRNA dirigés contre p53 ont été extraites de la littérature. Les séquences 
oligonucléotidiques ont été acquises chez Eurogentech (Liège, Belgique). Les contrôles si 
RNA non spécifiques ont été réalisés par non-specific control VIII, acquis chez Dharmacon 
research. La transfection des NHK par les siRNA (10nM) a été réalisée sur des cellules à env. 
30-50% de confluence en puits de 60mm à l’aide d’Oligofectamine (InVitrogen, Carlsbad, 




VI-J : Analyse du clivage de la caspase-3 : 	  
Pour détecter le clivage de la caspase-3, nous avons utilisé le kit d’anticorps conjugué-PE 
poly clonal active caspase-3 (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA) selon les 
recommandations du fournisseur. Les cellules ont été re-suspendues dans une solution 
Cytofix/Cytoperm pendant 20 min à 4°C. les cellules ont ensuite été incubées avec l’anticorps 
dans le tampon de perméabilisation/lavage pendant 30 minutes, l’analyse de la fluorescence 
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PE a été réalisée par cytométrie de flux sur FACScalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, 
NJ, USA). 
 
VI-K : marquage TUNEL : 	  
L’identification de l’ADN génomique fragmenté par marquage des TdT a été réalisé à l’aide 
du kit ApopTag plus Fluorescéine apoptosis detection kit (MP biochemicals, Solon, OH, 
USA) selon les recommandations du fournisseur. Les NHK ont été étalées sur lames, traitées 
par les SiRNA et exposées aux UVB. Elles ont ensuite été fixées dans une solution de para 
formaldéhyde à 1% pendant 10 minutes. Les cellules ont ensuite été incubées à 37°C pendant 
une heure avec l’enzyme working strengh TdT, puis 30 minutes à température ambiante avec 
le conjugué anti-Digoxigenin. Les lamelles ont été montées sur les lames à l’aide d’une 
solution de Mowiol-DAPI. Les marquages ont été lus sur microscope à fluorescence NIKON. 
 
VI-L : CGH array : 	  Nous	   avons	   analysé	   l’ADN	   génomique	   total	   de	   carcinomes	   épidermoïdes	   bien	  différenciés	  infiltrants	  de	  2	  souris	  (RhoB	  +/+	  et	  RhoB	  -­‐/-­‐).	  Nous	  l’avons	  comparé	  à	  l’ADN	  génomique	   total	   de	   la	   peau	   de	   2	   souris	   saines	   non-­‐irradiées	   (RhoB	   +/+	   et	   RhoB	   -­‐/-­‐).	  L’ADN	   a	   été	   extrait	   avec	   le	   kit	   QIAamp	  DNA	   (Qiagen,	   Courtaboeuf,	   France)	   en	   accord	  avec	  les	  recommandations	  du	  fournisseur.	  Le	  CGH	  array	  explorait	  le	  génome	  entier	  par	  une	   mosaïque	   de	   720Kb	   de	   pas	   (Roche-­‐Nimblegen,	   Madison,	   WI,	   USA).	   Le	   double	  marquage	   couleur	   de	   l’ADN	   par	   Cy3	   et	   Cy5a	   été	   réalisé	   par	   Dual	   Color	   Labelling	   Kit	  (Roche-­‐Nimblegen,	   Madison,	   WI,	   USA)	   et	   l’hybridation	   a	   été	   réalisée	   selon	   les	  recommandations	   du	   fournisseur.	   Les	   lames	   ont	   été	   scannées	   sur	   un	   scanner	  MS200	  (Tecan,	   Männedorf,	   Suisse).	   Les	   données	   ont	   été	   analysées	   sur	   le	   logiciel	   DEVA	   2.1	  (Roche-­‐Nimblegen,	  Madison,	  WI,	  USA)	  avec	  segmentation	  et	  correction	  du	  bruit	  de	  fond.	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VI-M : Analyse statistique : 	  
Les Variables continues sont présentées sous forme de moyenne (déviation standard, SD) ou 
médiane [interquartile range – IQR] selon la distribution. Les comparaisons de pourcentages 
ont été réalisées à l’aide du test de Chi2 ou le test de Fisher exact comme nécessaire. Les 
comparaisons de moyennes/médianes entre les groupes ont été réalisées par le test du t de 
Student pour échantillons doubles, le test de Mann Whitney, l’analyse de variance ou le test 
de Kruskal-Wallis comme nécessaire. Toutes les hypothèses ont été confrontées à un risque 
alpha de première espèce minimal de 5%. 	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Abstract:	  
Cutaneous Basal- and squamous-cell carcinomas (cSCC) are the most common human 
cancers. UVB plays a crucial role in the development of cSCC. The keratinocytes response to 
UVB is complex and rests on a balance between apoptotic and survival pathways. RhoB is 
involved in the apoptotic response to cytotoxic agents and we previously identified the 
GTPase RhoB as an UVB-responsive protein involved in the balance between survival and 
apoptotic pathways in HaCat keratinocytes. In this study, we further explored the role of 
RhoB in UVB-induced carcinogenesis. We used both RhoB invalidated murine model and 
inhibition of RhoB through micro RNA in human keratinocytes strategies. We focused on the 
role played by RhoB GTPase in apoptotic response. Our findings were then confirmed in 
human cSCC. We show that RhoB promotes the occurrence of differentiated cSCC of the skin 
and protects keratinocytes from UVB-induced apoptosis. Our results also show that lack of 
RhoB results in more aggressive forms of cSCC.  
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Introduction:  
Cutaneous squamous-cell carcinomas (cSCC) are of the most common human cancers. The 
incidence of non-melanoma skin cancers (NMSC) in the USA is >1 000 000 cases/year, of 
which roughly 30% are of cSCC1. About 80% of the cSCC are cured by surgery, for the 20% 
remaining the prognosis is poor. No biomarker of the recurrence or the aggressiveness of the 
cSCC exists, making difficult the prevention of the recurrence in the highest-risk populations.  
UVB plays a crucial role in the development of cSCC2. The keratinocytes response to UVB is 
complex and rests on a balance between apoptotic and survival pathways. Deregulation of this 
balance is considered as a key point of the early phases of photocarcinogenesis. A better 
understanding of the mechanisms of UVB-induced response may allow the identification of 
new therapeutic molecular targets and the development of effective biomarkers. 
We identified the GTPase RhoB as an UVB-responsive protein involved in the balance 
between survival and apoptotic pathways in HaCat keratinocytes cell line3. Rho GTPases are 
members of the RAS superfamily that have been implicated in cell transformation, survival, 
invasion, migration, metastasis and angiogenesis4. Analyses in cancers have shown numerous 
changes in Rho expression: RhoA is up-regulated in breast, colon, lung, gastric and head and 
neck SCC5–7; RhoC is up-regulated in melanoma8 and breast cancer9. On the other hand, it 
was suggested that RhoB may have negative effect on carcinogenesis: it is up regulated in 
response to cellular stress10; it is involved in the apoptotic response to cytotoxic agents11–15 
and it triggers the signaling cascade leading to activation of AKT and NFkB12,16.  
We previously demonstrated that RhoB protein is first strongly activated by UVB then over 
expressed after UVB-exposure of HaCat cells3. We also demonstrated that RhoB regulates the 
pathways leading to cell survival of HaCat cells after UVB-exposure through regulation of 
AKT pathway. It was of major importance to study the UVB-induced regulation of RhoB 
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protein in a normal cellular context and to further explore its role in UVB-induced 
carcinogenesis of keratinocytes.  
To better characterize the role of RhoB, we used both RhoB invalidated murine model and 
inhibition of RhoB through siRNA in human keratinocytes strategies. We focused on the role 
played by RhoB GTPase in apoptotic response. Our findings were then confirmed in human 
cSCC.  
Results : 
RhoB -/- mice are les prone to develop UVB-induced skin tumours 
To evaluate the in vivo role of RhoB on UVB-induced skin oncogenesis, we crossed the 
SKH1 mouse model that mimics UVB-induced photocarcinogenesis in human 17,18, with 
RhoB knock-out mice (RhoB-/-). The obtained SKH1-RhoB -/-, SKH1-RhoB +/- and SKH1-
RhoB +/+ mice showed no apparent phenotype. These mice were exposed daily to a UVB 
dose of 0.1J/cm2, corresponding to 1 Minimal Erythemal Dose (MED). All the mice 
developed at least one skin lesion between 12th and 24th weeks, and as expected the murine 
tumours had an appearance similar to human cSCC (3 types of tumours: actinic keratosis-like, 
small keratotic tumour and large ulcerated tumour). However, we observed that the number 
and appearance of lesions that formed on the back skin was heterogeneous between the mice 
exposed to UVB (Fig. 1a, fig S1). At the endpoint of 120 days of daily exposure, we divided 
the mice into two groups depending whether lesions covered +/- 50% of their back skin (see 
materials and methods for details). Figure 1a shows that mice with > 50% of their back 
covered by lesions were almost exclusively WT and Hz for RhoB. (Fig.1a). Moreover, UVB-
induced lesions significantly occurred earlier and with a higher number in RhoB+/+ than in 
RhoB-/- (Fig.1b and 1c, fig S2a,b). RhoB+/+ mice preferentially presented small keratotic 
tumours, while tumours in RhoB-/- mice were mainly large and ulcerative (Fig. 1a, fig S1). 
These results were confirmed on a second set of experiments presented in fig S3a,b. We 
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concluded that loss of RhoB both delays the onset of UVB-induced skin lesions and reduces 
their number.  
Keratinocytes of RhoB-/- mice are hypersensitive to UVB-induced apoptosis   
Apoptosis is a major anticancer barrier19,20. We have previously demonstrated that RhoB 
deficiency renders human keratinocyte HaCat cell line hypersensitive to UVB-induced 
apoptosis3. It is also clearly demonstrated that RhoB is involved in the apoptotic response to 
genotoxic agents, including ionizing radiations 12,14,15. To assess whether the decreased 
number of UV-induced skin lesions in RhoB-/- mice resulted from an increased apoptosis of 
the exposed keratinocytes, we analysed the apoptotic DNA fragmentation with TUNEL assay 
on the skin of UVB-exposed mice21 (Fig 2a). Mice of each genotype were exposed to a single 
dose of 0.2J/cm2 (2 MED) and sacrificed 24 hours (n=8) or 48 hours (n=8) after exposure. We 
demonstrated that loss of RhoB results in an increased UVB-induced apoptosis (Fig. 2b). 
We then evaluated the level of apoptosis in UVB-exposed tumours (24h after exposure) using 
cleaved-caspase 3 immunostaining, another marker of apoptosis. Caspase-3 is a key-player in 
the intrinsic pathway of apoptosis whose activity is detected by the expression of its cleaved 
form 22,23. We observed a significantly higher proportion of the caspase 3 cleavage in RhoB -
/- (20%) than in RhoB +/+ (5%) tumours (Fig. 2c,d) suggesting that lack of RhoB increases 
the elimination of UVB-damaged cells through apoptosis. We concluded that the reduced 
number of tumours in RhoB-/- mice is primary related to an excess of apoptosis of both 
normal and tumoral keratinocytes. 
Normal Human Keratinocytes deficient for RhoB are hypersensitive to UVB-induced 
apoptosis   
We then wanted to extend the data observed in mice in a human context. To do this, we used 
a strategy of inhibition of RhoB expression by RNA interference in human keratinocytes, as 
previously described 3. Keratinocytes from human healthy donors were isolated, cultured and 
	   125	  
treated with siRNAs directed against RhoB, then exposed to UVB. Both siRNA used down 
regulated the RhoB protein expression of more than 80% (Fig 3a). FACS-Analysis of 
caspase-3 cleavage was then used to evaluate UVB-induced apoptosis in these cells. RhoB 
down-regulation resulted in a 2-fold increase in the proportion of NHK harbouring a cleaved 
caspase-3 24 hours after UVB-exposure (Fig. 3b). RhoB down regulation enhances the UVB-
induced apoptotic response in Normal Human Keratinocytes (NHK). 
We then evaluated RhoB protein expression in healthy human skin explants after UVB-exposure. A 
low level of expression of RhoB was observed in the epidermis before UVB-exposure (Fig. 3c,d). 
Interestingly, before exposure RhoB expression was almost exclusive of the basal layer, which ensures 
the keratinocytes renewal of supra basal layers by cell division. The expression of RhoB was 
significantly increased in both the basal and the supra-basal layers of the epidermis 8 hours after 
UVB-exposure of healthy human skin explants (0.1 J/cm2; Fig 3d). In a context relevant of a human 
physiological reality, RhoB protein is strongly up regulated after UVB-exposure.  
 
RhoB deficient keratinocytes display sustained DNA damage 
We wanted to determine if hypersensitivity to apoptosis of RhoB deficient keratinocytes was 
related to UVB-induced DNA damages. We therefore analysed the effect of acute exposure of 
UVB (according to protocol described in fig.2) on DNA damage in the skin of the mice, using 
γH2AX staining. γH2AX was first described as phosphorylated form of H2AX, induced in 
mammalian cells after irradiation by gamma rays24. γH2AX expression is correlated with 
DNA break, it participates in recruitment of DNA repair factors25,26 and has been proposed as 
a sensitive marker of DNA damage after UVB exposure27. We noticed a higher rate of 
γH2AX staining in RhoB-/- mice (22 % Vs. 12 % at 24h) suggesting that RhoB protects 
keratinocytes against UVB induced DNA damage (Fig. 4a). We also explored UVB-induced 
DNA damage on the UVB-induced murine tumours (24h after UVB exposure). We observed 
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significantly higher proportion of γH2AX staining in RhoB -/- (Fig. 4b) than in RhoB+/+ 
tumours.  
Then, total genomic DNA of two well-differentiated invasive murine cSCC was compared 
within a CGH array analysis. CGH array analysis showed a different profile of genetic 
alteration: the RhoB-/- tumour with more alterations and preferably smaller amplifications, as 
compared with the tumour RhoB+/+. (Fig. 5c,d,e; fig S4).  
UVB-induced cSCC are less differentiated and more aggressive in RhoB -/- mice 
We observed a high proportion of large ulcerative tumours in RhoB-/- mice, suggesting that 
lack of RhoB induced more aggressive tumours (fig 1a, Fig S1). To control for this, we first 
explored tumours aggressiveness by assessing the histopathologic differentiation of the 
tumours. We classified the tumours in 2 categories: well-to-mildly differentiated (tumours 
displaying an organoid differentiation) and low-to-undifferentiated (Tumours without 
organoid differentiation) as exposed in Fig. 5a. The proportion of low-to-undifferentiated 
cSCC was significantly higher in RhoB -/- than in RhoB +/+ mice (Fig.5a), in accord with the 
higher number of ulcerative tumours in RhoB-/- mice. In addition, the proliferation status of 
the tumours was explored using Ki67 immunostaining (Fig. 5b). Ki67 is a cell cycling-
specific nuclear antigen that is associated with tumour-cells proliferation in cSCC 28. The rate 
of Ki67 positive staining of tumour cells was significantly higher in RhoB-/- mice than in the 
RhoB+/+ mice (Fig. 5b). These results show that loss of RhoB increases the aggressiveness of 
UVB-induced cSCC. 
 
RhoB expression correlated with tumour differentiation and γH2AX expression in human 
SCC tissues  
We finally wanted to determine whether these results could be transferred to human by 
performing both RhoB and γH2AX immunostaining on human cSCC. A total of 80 tumour 
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samples were selected according to their level of differentiation in the tumour bank of our 
hospital. Among them 40 were well-differentiated and invasive cSCC and 40 were 
undifferentiated and invasive cSCC. We observed that loss of RhoB and γH2AX expressions 
were inversely correlated (Spearman r = -0,50; 95%CI:[-0.77, -0,06]) and significantly more 
frequent in undifferentiated forms of human SCC of the skin (Fig. 6 a,b).   
 
Discussion: 
This study provides new insights in the comprehension of the role of RhoB GTPase in UV-
induced oncogenesis. For the first time we demonstrate, in a context relevant of a human 
physiological reality, that RhoB participates in a cell pro-survival signal after UVB-exposure. 
In addition, we show that this pro-survival signal is involved in early phases of UVB-induced 
carcinogenesis and that loss of RhoB heightens the aggressiveness of squamous cell 
carcinomas of the skin.  
It was reported that the ectopic expression of RhoB suppresses cell carcinogenesis11,16,35,36, 
and that loss of RhoB promotes migration and invasion of human bronchial cancer cells37. In 
human SCC of the head and neck, loss of RhoB was observed in invasive but not in intra 
epithelial tumours34.  Altogether these results emphasize that the small GTPase RhoB is a 
major determinant in the keratinocytes response to acute environmental UVB exposure. These 
results underline its importance and confirm that impairment of RhoB may be a mechanism 
involved in the early phases of development of NMSC. 
In the present study, we show that the basal expression of RhoB is only detectable in the 
keratinocytes of the basal layer, and that UVB-exposure induces a strong holoepidermic 
expression of RhoB in human skin, including the spindle-cell layer of the epidermis from 
which squamous cell carcinoma originates. This observation is relevant of a 
pathophysiological reality since we also demonstrate that RhoB participates in early phases of 
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UVB-induced carcinogenesis through a pro-survival signal. We hypothesize that UVB-
induced up regulation of the expression of RhoB potentiates the genotoxicity of UVB in 
keratinocytes of the spindle-cell layer, thus favouring the occurrence of squamous cell 
carcinoma. It was previously reported that the expression of RhoB is up regulated in response 
to cellular stress, including ionizing radiations10.  Further assessment of the role of RhoB in 
the recruitment of repair factors to DNA after exposure to cellular stress is on going.  
We have previously demonstrated in HaCat cells that UVB-induced up-regulation of RhoB 
was due to both transcriptional and post-transcriptional regulation and that RhoB regulates the 
pathways leading to cell survival after UVB-exposure through regulation of AKT pathway3. 
The AKT protein is considered as a major regulator of keratinocytes survival to UVB, acting 
through cooperation with the Bcl-2 family proteins which leads to caspases inhibition29–31. 
One can suppose that the underlying mechanisms of RhoB mRNA regulation in normal 
keratinocytes are the same. This should be further explored; particularly the interactions 
between p53 pathways and RhoB should be further evaluated in normal human keratinocytes. 
About 80% of the human SCC of the skin is cured by surgical excision; for the 20% 
remaining, the prognosis is poor. Nevertheless, there is a lack of biomarker for this 
cancer32,33: no cellular marker is a predictor of the recurrence of this cancer. In our murine 
model, we show that the loss of RhoB heightens the aggressiveness of cSCC. Our 
experiments in both human tumours and skin models allow us to transfer theses results to 
human pathology. In the present study, loss of RhoB was almost constant in undifferentiated 
forms of human SCC of the skin and it was previously reported that loss of RhoB is observed 
in invasive forms of SCC34. We hypothesize that loss of RhoB may be considered as a 
biomarker for human SCC of the skin and that its prognostic value should be evaluated on 
larger prospective cohorts of patients with squamous cell carcinomas of the skin. In addition, 
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the identification of the underlying mechanisms involved in RhoB regulation should define 
the basis of development of new preventives or therapeutics strategies against skin cancers.  
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Material methods: 
Cultures of normal human keratinocytes, UVB irradiator, NHK exposure, clinical assessment 
of the mice, pathological examination of the tumours and siRNA treatment are described in 
supplemental data. 
Animals: All experimental procedures involving animals had been approved by the ethics 
committee on animal experimentation of the Claudius Regaud Institute (Toulouse, France). 
Animal experiments were conducted in a labelled premise (N° B.31.555.26, Claudius Regaud 
Institute, Toulouse, France), by authorized and trained searchers. Experiments were 
conducted on mouse aged 60+3 days. The genotype of each mouse was verified by PCR on 
total DNA before inclusion in the study.  
Chronic UV-exposure: A total of 11 hairless SKH1 mice, 17 hairless SKH1-RhoB +/- and 10 
hairless SKH1-RhoB-/- mice were randomly assigned in similar individual cages and placed 
in the irradiator. The mice were subjected to daily exposure of 0.1J/cm² in UVB (380-215 nm 
wavelength), and maintained in until observation of pre-defined volume of the larger tumours 
= 500mm3 up to a maximum of 35 weeks. The tumour volume was evaluated as follows: V 
(mm3) = (A × B²) / 2, where A is the length of the nodule and B is the width (dimensions in 
mm, measured using a calliper). Once this tumour volume was reached or at the end of a 35 
weeks period, the mouse was euthanized. Skin was collected for experiments. 
Acute UV-exposure: The cages were randomly assigned in the irradiator at the beginning of 
the experimentation. Each mouse was exposed to a single exposure of 0.2J/cm2 in UVB (380-
215 nm wavelength). 8 mice of each genotype (SKH1-WT and SKH1 RhoB -/-) were 
sacrificed respectively 24 hours and 48 hours after irradiation. Skin samples were collected 
for experiments.  
Definition of the UV-induced phenotypes: At the end of the chronic exposure experiment, 
an independent retrospective evaluation of the clinical appearance of the skin of the mice at 
day 120 was performed on standardized photographs and conducted by a trained 
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dermatologist, blinded from genotypes of the mouse. The population of mice was separated 
on two groups according to the extent of UV-induced lesions on the skin of their back (Fig. 1a 
and FigS1). The first group was defined by the presence of actinic keratoses-like lesions 
involving > 50% of the skin of the back (Group A – Fig. S1); the second group was defined as 
mice with < 50% of the skin of the back involved by actinic keratoses-like lesions (Group B – 
Fig. 1a).  
Human SCC of the skin: A total of 80 FFPE human SCC were obtained after from the 
tumour bank of the department of pathology, Toulouse-Purpan Hospital (France) after 
informed consent of the patients. The specimens were collected between January 2010 and 
January 2011, and consisted in 40 mildly-to-well differentiated and 40 low-to-undifferentiated 
invasive SCC of the skin.  
Immunostaining of tumour samples : FFPE tumour samples were cut in 5-µm-thick sections. 
Sections were incubated at 100°C for 15 min before being deparaffinized with xylene, 
rehydrated, and antigen retrieved by pressure cooking (98°C) for 40 min in citrate buffer (10 
mM Sodium Citrate, 0.05 % Tween 20, pH 6.0). Endogenous peroxidases were inactivated 
with 3% hydrogen peroxide. The sections were then incubated for 15 minutes with Protein 
Block Serum (DakoCytomation – Trappes, France) and for 1 hour respectively with the 
primary rat-anti-mouse monoclonal antibody against Ki67 (cat# TEC-3, DakoCytomation-
Trappes, France), the primary rabbit-anti-mouse monoclonal antibody against Cleaved-
Caspase 3 (cat# 9664, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), the primary rabbit-anti-mouse 
monoclonal anti body against γH2AX (Cat# 9718, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) or the 
primary mouse-anti-human monoclonal antibody against RhoB (cat# SC8048, Santa Cruz 
biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) at room temperature. Immunoperoxydase staining 
was performed using the DAKO-LSAB+ Peroxidase Kit and diamino-benzidine 
(DakoCytomation, Trappes, France) according to the manufacturer’s instructions. The 
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percentage of positive cells per field (X40) was calculated ([n (peroxidase positive cells) / n 
(Total)] X100). 
Immunofluorescent staining of tumour samples: Frozen samples of the tumours 
(cryoconserved at -80°C) were cut in 4 µm-thick sections on a cryostat. After sections, slides 
were fixed in 70% ethanol, overnight at 4°C followed by a saturation step in a 5% Tween 20 
PBS solution added with 5% BSA (1 hour at room temperature). Then, cells were incubated 
with primary rabbit polyclonal anti-g-H2AX antibody (cat#NB100-384, Novus Biologicals, 
Littleton, CO, USA) for 2 hours at room temperature followed by a one-hour incubation with 
Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit antibody (cat#24922, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
Coverslips were mounted on slides with Mowiol solution containing 4’,6-diamino-2-
phenylindole (DAPI). Alexa Fluor and DAPI staining were detected by fluorescence 
microscopy. The percentage of nuclei displaying γH2AX foci per field (X40) was calculated 
([n (γH2AX positive nuclei) / n (DAPI positive nuclei)] x100). 
Immunofluorescent staining of cells: NHK cells were plated on coverslips and exposed or 
not to UVB. At different times after exposure cells were fixed in 3% paraformaldehyde 
solution for 20 minutes and then permeabilized with 0.1 % Triton X100 followed by a 
saturation step in 3 % BSA-PBS. Then, cells were incubated with primary polyclonal 
antibody against RhoB for 1 hour at room temperature followed by a 1 hour incubation with 
Alexa Fluo 488 Goat anti-rabbit antibody (Invitrogen – Carlsbad, CA). Coverslips were 
mounted on slides with Mowiol solution containing 4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI). 
Alexa Fluor and DAPI staining were detected by fluorescence microscopy on a NIKON 
microscope. 
Analysis of caspase-3 cleavage: For detection of caspase-3 cleavage we used the PE-
conjugated Polyclonal Active Caspase-3 Antibody Apoptosis Kit (BD Pharmingen - Franklin 
Lakes, NJ) according to manufacturer’s instructions. Briefly, NHK cells, treated or not, were 
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resuspended in Cytofix/Cytoperm solution for 20 minutes on ice. Then cells were incubated 
with anti-active Caspase-3 antibody in Perm/Wash buffer for 30 minutes. PE fluorescence 
was analyzed by flow cytometry on a FACSCaliburTM apparatus (BD Biosciences - Franklin 
Lakes, NJ).  
TUNEL assay: Identification of fragmented genomic DNA by TdT labeling was performed 
by using the ApopTag Plus Fluorescein Apoptosis Detection Kit (MP Biochemicals – Solon, 
OH) according to manufacturer’s instructions. Briefly, NHK cells plated onto coverslips, 
treated or not with siRNA and exposed or not to UVB, were fixed in 1 % paraformaldehyde 
solution for 10 minutes. Then cells were incubated at 37°C for 1 hour with Working Strengh 
TdT enzyme and for 30 minutes at room temperature with Anti-Digoxigenin conjugate. 
Coverslips were mounted on slides with Mowiol solution containing DAPI. Fluorescein and 
DAPI staining were detected by fluorescence microscopy. 
CGH array: We analyzed the genomic DNA of murine tumor RhoB +/+ and -/- mouse and 
compared to genomic DNA from skin samples of healthy non-irradiated RhoB +/+ and -/- 
mouse. Genomic DNA was extracted using the QIAamp DNA Kit (Qiagen, Courtaboeuf, 
France) according to the manufacturer’s protocol. The array CGH used in this study is a 720K 
whole-genome tiling array (Roche-Nimblegen, Madison, WI, USA). DNA labeling with Cy3 
and Cy5 with Dual color labeling kit (Roche-Nimblegen, Madison, WI, USA) and 
hybridization were carried out according to the manufacturer’s protocol. Slides were scanned 
using MS200 scanner (Tecan, Männedorf, Switzerland). Images were analyzed using DEVA 
2.1 software (Roche-Nimblegen, Madison, WI, USA) with segmentation and background 
correction. 
Statistical analysis: Continuous variables are presented as mean (standard deviation - SD) or 
median [Interquartile Range – IQR] according to the distribution. Comparisons of percentages 
were made using the chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate. For mean 
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comparisons between groups, we used the two-sample t-test, the Mann-Whitney test, analysis 
of variance or the Kruskal-Wallis test as appropriate. All hypotheses were two-sided with a α 
risk of 5%.  
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Figure legends: 
Figure 1: UV-induced lesions occur later and are fewer in RhoB -/- mice. 
(a) A total of 11 RhoB +/+, 17 RhoB +/- and 10 RhoB -/- mice were chronically exposed to 
UVB (0.1 J/cm2/day), the mice developed different phenotypes: the appearance and quantity 
of UVB-induced lesions was variable. Mice were separated into two groups according to their 
phenotype (group A: > 50% of their back covered by lesions and group B: <50% of their back 
covered by lesions at day 120; as described in material and methods, FigS1). After 
unblinding, the group A comprised 8 RhoB +/+, 11 RhoB +/- and 1 RhoB -/- mice; the group 
B comprised 3 RhoB +/+ (WT), 6 RhoB +/- (HZ) and 9 RhoB -/- (KO) mice (p< 0,05). (b). 
Keratotic tumors appeared earlier in RhoB +/+ (WT) mice (median time 28 weeks) than in 
RhoB -/- (KO) mice (median time not reach; Kaplan Meier curve; p<0,01). (c) The threshold 
of 10 lesions was achieved earlier in the RhoB+/+ mice (WT) (median time 21 weeks) than in 
the RhoB -/- (KO) mice (median time 25 weeks; Kaplan Meier curve; p<0,01). 
Figure 2: 
8 mice of each genotype were exposed to a single dose of 0,2J/cm2 then sacrificed 24h (n=4) 
and 48h after exposure (n=4). (a) Examples of TUNEL staining on FFPE mouse skin, 
24hours after single-dose UVB exposure (0,2J/cm2); KO: RhoB -/-; WT: RhoB+/+. (b) The 
proportion of apoptotic cells was maximal 24 hours after single-dose UVB-irradiation in both 
RhoB-/- and RhoB +/+ mice. In RhoB -/- mice, the proportions of TUNEL positive cells were 
2,0 +/- 0,8% before exposure (2 fields per sample), 25,8 +/- 9,2% 24hours after exposure (2 
fields per sample) and 6,0 +/- 1,0% 48hours after exposure (2 fields per sample) whereas they 
were 2,0 +/- 1,0% before exposure (2 fields per sample), 11,8 +/- 1,0% 24hours after 
exposure (2 fields per sample) and 4,0 +/- 0,7% 48hours after exposure (2 fields per sample) 
in RhoB +/+ mice (p<0,05; presented as mean, SD). 
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 (c) Examples of Cleaved Caspase-3 immunostinaing on FFPE mouse tumour blocks; KO: 
RhoB-/-; WT: RhoB +/+. (d) The proportion of apoptotic cells was 20,7 +/- 3,4% in RhoB -/- 
tumours and 6,0 +/- 1,1% in RhoB +/+ tumours (p<0,01; % of Caspase-3 positive cells; 10 
tumours of each genotype; 2 fields per tumour; presented as mean, SD).  
  
Figure 3: 
(a) NHK treated with 2 siRNA directed against RhoB displayed an almost complete 
extinction of the expression of RhoB (Western blot, n=3). (b) The proportion of apoptotic 
NHK was significantly increased after treatment with siRNA directed against RhoB (FACS 
analysis of the expression of the Cleaved caspases-3; n=3; presented as mean, SD). (c) RhoB 
immunostaining on FFPE human skin blocks. This staining was lost after incubation of the 
antibody with purified RhoB protein whereas it was not modified after incubation with 
purified RhoA, demonstrating the specificity of the RhoB polyclonal antibody. (d) Before 
irradiation, the expression of RhoB is weak and mainly localized to cells of the basal layer. 8 
hours after UVB exposure, the expression of RhoB is dramatically increased and detectable in 
the entire epidermis (RhoB immunostaining on human heakthy skin explants, 2 donors).  
Figure 4: 
(a) Examples of γH2AX Immunostaining on FFPE murine skin blocks. The proportion of 
γH2AX positive nuclei was maximal 24 hours after single-dose UVB-exposure (22.7+3.1 Vs. 
12.3+1.7), immunostaining persisted 48h after exposure (18.8+1.1 Vs. 12+1.5) and was 
significantly higher in RhoB -/- mice than in RhoB +/+ mice (p<0.05; 4 mice of each 
genotype / time point; 2 fields / sample; presented as mean, SD). (b) The proportion of 
γH2AX positive nuclei was significantly higher in the RhoB -/- tumours than in the RhoB +/+ 
tumours (5,2+0,7 Vs. 1,6+0,3; p<0,001; γH2AX fluorescent staining; KO: RhoB-/- (n=10), 
WT: RhoB +/+ (n=10); presented as mean, SD).  (c) Example of genetic alterations detected 
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on Chromosome 14 by CGH array in 2 murine invasive well-differentiated cSCC (RhoB -/-, 
n=1; RhoB +/+, n=1) each bar represents one event, the width of the bar is proportional to the 
size of the event. (d,e) RhoB -/- tumour showed more genetic events (n = 86), smaller in size 
(212 +/- 43 Kb), and preferably amplifications (n=57; p<0,05) whereas the tumor RhoB +/+ 
had less genetic events (n=77), larger in size (372 +/- 113Kb) and preferably deletions (n=44; 
p<0,05).  
Figure 5: 
(a) Examples of pathological examination of the tumours (Hemalun Eosin staining on 
Formol-Fixed Paraffin Embedded tumour blocks): keratotic tumours were mildly-to-well 
differentiated cutaneous Squamous cell carcinomas (cSCC) and ulcerating tumours were low-
to-undifferentiated cSCC. A proportion of 8% of the RhoB +/+ (WT) tumours, 13% of the 
RhoB +/- (HZ) tumours and 17% of the RhoB -/- (KO) tumours were low-to-undifferentiated 
cSCC (p< 0,05). (b) Examples of Ki67 immunostaining on FFPE tumour blocks, the mean 
proportion of cells undergoing cell-cycle was 9,4+/-1,3% in the tumours of the RhoB +/+ 
(WT) mice; 19+/-2,8% in the in the tumours of the RhoB +/- (HZ) mice and 17 +/-1,2% in the 
tumours of the RhoB -/- (KO) mice (p<0,001; % of total cells, 2 fields / tumour, presented as 
mean, SD). 
Figure 6: 
(a) γH2AX immunostaining on human FFPE tumour blocks (Undifferentiated, n=40 and well-
differentiated, n=40; 2 fields/block; presented as mean, SD). The proportion of γH2AX 
positive nuclei was significantly higher in Human undifferentiated cSCC (33+/-7%) than in 
human well-differentiated cSCC (10+/-1%; p<0,01). (b) Examples of RhoB immunostaining 
on human FFPE tumour blocks. A loss of RhoB was observed in a large majority of the 
undifferentiated human tumours, whereas it was conserved in well-differentiated tumours 
(number of tumours; 38/40 Vs 3/40; p<0,01).  
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Supplemental data: 
UVB-Irradiator (animals): UVB were emitted by 3 parallel TL12 tubes (wavelength: 
310nm, Philips electronics, Amsterdam, The Netherlands). The TL12 tubes were connected to 
a dimmer and a timer regulating the intensity and duration of exposure. A pierced metal plate 
placed between TL12 tubes and cages homogenized UVB radiation. The cages were 
systematically assigned to a new location each week, so that after 8 weeks each cage had been 
placed one time in all available locations. 
Normal human keratinocytes culture: NHK primary cultures were prepared from skin 
explants from healthy patients undergoing mammary plastic surgery. Written patient consent 
was not required for these experiments. Briefly, epidermal sheets were removed from the 
dermis and single-cell suspensions were obtained by incubation overnight in 0.025 % trypsin-
PBS solution at 4°C. After filtration through a 70 µm pores cell strainer, NHK cells were 
seeded in Keratinocytes Serum Free Medium (Invitrogen – Carlsbad, CA) complemented with 
bovine pituitary extract and recombinant EGF and incubated at 37°C in a 5 % CO2 
atmosphere and 95 % humidity.  
NHK exposure: NHK cells and skin explants were irradiated using a UVB lamp RMX3W 
system (312 nm) from BioSun (Vilber Lourmat – Torcy, France). Cells were exposed to UVB 
dose of 400 J/m2 in PBS. Human skin explants of 4 mm-diameter were PBS-washed and 
exposed to 1000 J/m2 UVB in PBS. 
Clinical assessment of the mice: All along the chronic exposure experiment, the clinical 
assessment of each mouse was performed once weekly by two observers, blinded from the 
genotype of the mice. Each mouse was systematically monitored for body weight and general 
health status. Evaluation of the health status of the mice included examination of the 
demeanour and health of the animal (eating, drinking and moving without discomfort). A 
whole skin examination was performed each week. The location, size and clinical appearance 
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of each lesion were systematically plotted on a standardized report form. In addition, a 
standardized photograph of each mouse was made once weekly. 
Pathological examination of the tumours: FFPE mice tumour samples were cut in 4-µm-
thick sections. Sections were incubated at 100°C for 15 min, before being deparaffinized with 
xylene and rehydrated. Sections were stained with Hematoxylin and Eosin, and read blind 
from the genotype by a trained dermatopathologist. Data on the nature, the differentiation and 
the invasion depth of the tumour were collected and analyzed. 
siRNA treatment: Two siRNAs against human RhoB mRNA were designed as described 
previously 3. Oligonucleotides sequences were purchased under annealed form with a 
3’dithymidine overhang from Eurogentec (Liege, Belgium). As a siRNA control we used 
Non-specific control VIII provided by Dharmacon Research. Transfections of NHKs by 
siRNAs (10 nM) were performed using OligofectamineTM (Invitrogen – Carlsbad, CA) in 
Keratinocyte Serum Free Media (Invitrogen – Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s 
instruction on cells at 30-50 % confluency in 60-mm cell culture dishes, and incubated for 24 
h prior to experiments. 
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Figure 3 : 
 
  

























Figure S4: données CGH genome entier Cf. ci-avant. 
